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Liste der Abkürzungen 
 
Abb.     Abbildung 
ACh     Azetylcholin 
AChE     Azetylcholinesterase 
AP     Alkalische Phosphatase 
APC     antigen presenting cell, antigenpräsentierende Zelle 
Aqua ad inj.    Aqua ad injectabilia 
Aqua dest.    Aqua destillata 
BMP                bone morphogeneic protein 
BSA     bovine serum albumin 
cAMP     zyklisches Adenosinmonophosphat 
cChAT    common choline acetyltransferase 
CHT 1     high affinity choline transporter 1 
CD     cluster of differentiation 
cDNA     complementary desoxyribonucleic acid 
CTL     choline transporter-like proteins 
DA     Dark Agouti 
DAB     3,3-Diaminobenzidin 
dbcAMP    Dibutyryl-zyklisches Adenosinmonophosphat 
dNTP     Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT     Dithiothreitol 
GAPDH    Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure  
HLA     human leukocyte antigen 
HRP     horseradish peroxidase 
ICAM     intercellular adhesion molecule 
IFN-γ     Interferon-γ 
Ig     Immunglobulin 
IL     Interleukin 
LEW     Lewis 
LPS     Lipopolysaccharid  
mAChR    muskarinischer Azetylcholinrezeptor 
 
MAPK    mitogenaktivierte Proteinkinase 
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MHC     major histocompatibility complex 
MIP     macrophage inflammatory protein 
nAChR    nikotinischer Azetylcholinrezeptor 
p.a.     pro analysi 
PBS     phosphate buffered saline 
pChAT    peripheral choline acetyltransferase 
PCR     polymerase chain reaction 
PKA     Proteinkinase A 
PKC     Proteinkinase C 
RAMP     receptor activity modulating protein 
RT     Raumtemperatur 
RT-PCR    reverse transcriptase polymerase chain reaction 
s     Sekunde 
SDS     sodium dodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat 
Tab.     Tabelle 
TBS     Tris buffered saline 
TCR     T-cell receptor, T-Zellrezeptor 
TF     tissue factor 
TGF-β     transforming growth factor-β 
TNF-α     Tumornekrosefaktor-α 
TPBS     PBS plus TWEEN 
TTBS     TBS plus TWEEN 
VAChT    vesikulärer Azetylcholintransporter 
VCAM    vascular cell adhesion molecule 
VE     voll entmineralisiert 
ZNS     Zentrales Nervensystem 
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1. Einleitung 
 
1.1 Verschiedene Formen der Organabstoßung 
Auch wenn es durch immunsuppressive Therapie gelingt, bei den meisten Patienten eine ful-
minante Abwehrreaktion gegen ein transplantiertes Organ zu verhindern, besteht permanent 
eine latente Abstoßungsbedrohung. 20-50 % aller Nierentransplantate gehen innerhalb der 
ersten 5 Jahre post operationem verloren (18). Man unterscheidet drei Formen der Transplan-
tatabstoßung: 
a) Hyperakute Abstoßung: Präformierte Antikörper z.B. bei ABO-Inkompatibilität, Sen-
sibilisierung durch vorhergehende Schwangerschaft oder Bluttransfusion führen zu 
Endotheldestruktionen, intravasalen Granulozyten- und Thrombozytenaggregaten, 
multiplen Einblutungen in das Interstitium und Fibrinniederschlägen. Antikörpern ge-
gen major histocompatibility complex (MHC)-Antigene scheinen die größte Rolle zu-
zukommen. Die Organe werden meist schon intraoperativ zerstört.  
In der Klinik kann diese Reaktion durch den Ausschluss präformierter Antikörper in 
verschiedenen Tests (complement-dependent cytotoxic-assay (116, 152), flow cyto-
metry crossmatch, HLA(human leukocyte antigen)-ELISA (16, 83) , HLA antigen bead 
flow cytometry (120, 121)) präoperativ vermieden werden. 
b) Akute Abstoßung ist durch eine rasch einsetzende Symptomatik und weniger durch 
den zeitlichen Zusammenhang zur Transplantation definiert. Sie kann auch Jahre nach 
der Operation einsetzen und ist bei Nierentransplantempfängern durch Fieber, Ver-
schlechterung des Allgemeinzustands, Schwellung und Druckdolenz im Nierenlager 
charakterisiert. Histologisch typisch sind perivasale, leukozytäre Infiltrate aus T- und 
B-Lymphozyten, Makrophagen, wenigen neutrophilen sowie eosinophilen Granulo-
zyten. 
c) Chronische Abstoßung ist die progrediente Funktionsminderung des Transplantates, 
die sich beim Mensch über Monate bis Jahre post operationem entwickeln kann. Bei 
Nierentransplantaten ist diese Form der Abstoßung histologisch im Wesentlichen 
durch Intimaproliferation mit Gefäßobliteration und durch Tubulusatrophie gekenn-
zeichnet (67). Gründe für die Entstehung der chronischen Abstoßung auch nach pri-
mär komplikationslosem postoperativem Verlauf sind sowohl immunologischer, als 
auch nicht-immunologischer Natur.   
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Von Bedeutung ist, dass die akute und die chronische Abstoßung fließend ineinander überge-
hen  und akute Abstoßungsreaktionen chronische induzieren können (78, 163). Das Haupt 
augenmerk der vorliegenden Arbeit ist auf die akute Transplantatabstoßung gelegt. 
 
 
1.2 Die akute Abstoßung von Nierentransplantaten 
1.2.1 Zeitverlauf der akuten Transplantatabstoßung im Tiermodell  
Das hier verwendete experimentelle Modell der akuten Abstoßung von Nierentransplantaten 
eignet sich besonders zur Klärung der Rolle von Monozyten bei akuten Abstoßungsprozessen. 
Dabei wurden allogene Nieren von Dark Agouti (DA)-Ratten orthotop in Lewis (LEW)-
Ratten transplantiert. Als Kontrollen wurden LEW-Nieren in LEW-Ratten (isogen) transplan-
tiert.  
Aufgrund der Veränderungen im Nierengewebe kann die akute Transplantatabstoßung in drei 
Phasen unterteilt werden (58): 
1. Phase: Die 1. Phase umfasst den 1. und 2. postoperativen Tag.  Kleine Infiltrate umgeben 
die Blutgefäße der Niere. Mit dem monoklonalen Antikörper ED1, der gegen ein CD68-
artiges Antigen gerichtet ist, lassen sich die meisten Zellen des Monozyten-
/Makrophagensystems der Ratte darstellen (30). Mit ED1 gefärbte Makrophagen stellen den 
Großteil des Infiltrates. Interstitium und Parenchym der Nieren sind kaum infiltriert. Die In-
filtrate aus mit ED1 gefärbten Makrophagen sind nach allogener und nach isogener Trans-
plantation ähnlich stark ausgebildet und gehen wohl auf den Ischämie-/Reperfusionsschaden 
(1.2.3) zurück. Dennoch ist schon innerhalb der ersten 24 Stunden nach Nierentransplantation 
eine akute Abstoßungsreaktion daran erkennbar, dass im perivasalen Infiltrat mehr                
T-Lymphozyten mit dem monoklonalen Antikörper R73, der gegen  den α/β-T-Zellrezeptor 
(TCR) gerichtet ist, nachzuweisen sind.  
2. Phase: Am 3. postoperativen Tag nach allogener Nierentransplantation kommt es zu einer 
massiven Zunahme des perivasalen Infiltrates und zu einer Ausbreitung des Infiltrates in das 
Niereninterstitium. Das Nierengewebe wird schließlich am 4. Tag post operationem homogen 
mit Makrophagen und T-Lymphozyten durchsetzt. Grau et al. (58) konnten zeigen, dass das 
Infiltrat im gesamten postoperativen Verlauf nach Nierentransplantation doppelt so viele 
Makrophagen wie T-Lymphozyten enthält.  
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Die perivasalen Infiltrate aus  Makrophagen und T-Lymphozyten nehmen in isogen transplan-
tierten Nieren nur leicht zu. In Abb. 1 sind am 4. Tag nach Nierentransplantation allogene 
Nierentransplantate isogenen gegenübergestellt.  
         
         
Abb. 1: Gegenüberstellung von Hämalaun-Eosin-gefärbten Nierentransplantaten am 4. postoperativen Tag. Die 
obere Reihe zeigt Gefäßregionen nach allogener Nierentransplantation. In der unteren Reihe sind Gefäßregionen 
eines isogenen Nierentransplantates dargestellt. 
 
3. Phase: Von großer Bedeutung ist der Zeitraum vom 4. zum 5. Tag post transplantationem, 
in dem es zur irreversiblen Transplantatzerstörung kommt. Destruktionen werden in Form von 
dilatierten Tubuli mit apikal abgeschilfertem Bürstensaum deutlich. Außerdem treten massive 
Nekrosen und Gewebseinblutungen auf. Das Interstitium des allogenen Nierentransplantates 
ist homogen leukozytär durchsetzt. Die Infiltration des Transplantates durch Makrophagen 
nimmt weiter zu, während der Anteil der T-Lymphozyten leicht abnimmt (58). Die Tiere ster-
ben am 6.-8. postoperativen Tag. Im Gegensatz dazu zeigen sich im isogenen Nierentrans-
plantat weder Destruktionen noch Infiltrate.  
Auch im Intravasalraum zeigen sich charakteristische Veränderungen: Während die Zahl der 
intravasalen mononukleären Leukozyten in der 1. Phase der Abstoßungsreaktion weitgehend 
unverändert ist, kommt es ab der 2. Phase zu einer deutlichen intravasalen Akkumulation von 
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mononukleären Leukozyten. Die intravasalen mononukleären Leukozyten können mittels 
intensiver Perfusion aus dem Transplantat gewonnen und untersucht werden.  
In durchflusszytometrischen Analysen konnte gezeigt werden, dass am 4. Tag nach allogener 
Nierentransplantation etwa 73 % der intravasalen Leukozyten aus allogenen Nierentransplan-
taten Monozyten sind (58, 59). Mit 22 % stellen die Lymphozyten die zweitstärkste Subpopu-
lation dar. 
 
1.2.2 Die Rolle von T-Lymphozyten bei der akuten Transplantatabstoßung 
Im Folgenden werden einige immunologische Vorgänge bei akuten Abstoßungsprozessen von 
vaskularisierten Organen erläutert. Bewusst wird das Hauptaugenmerk auf mögliche Aktivie-
rungswege im Intravasalraum gelegt, da dieses Kompartiment in der vorliegenden Arbeit   
untersucht wird. Die immunologischen Vorgänge im Interstitium werden dagegen weitgehend 
außer Acht gelassen. Dennoch soll die Bedeutung interstitieller Abstoßungsvorgänge nicht 
geleugnet werden.  
CD(cluster of differentiation)4+ T-Helferzellen bestimmen die Spezifität der Immunantwort 
gegen ein allogenes Transplantat (148). Die Aktivierung von CD4+ T-Helferzellen erfolgt 
durch die Präsentation alloantigener Peptide auf intakten MHC-Klasse-II-Antigenen von anti-
genpräsentierenden Zellen (antigen presenting cell, APC) des Spenders (25, 144) oder durch 
das allogene MHC-Klasse-II-Antigen selbst (direkter Weg). Alternativ können APC des   
Empfängers allogene Peptide über MHC-Klasse-II-Antigene auf ihrer Oberfläche präsentieren 
und Empfänger-T-Zellen aktivieren (indirekter Weg) (2, 39, 100, 141, 157). 
Im Intravasalraum kommen als APC für den „direkten Weg“ der T-Zell-Aktivierung MHC-II+ 
Endothelzellen in Betracht. Als MHC-II+ Zellen könnten auch Monozyten des Empfängers 
intravasal T-Zellen indirekt aktivieren. In vitro wurde außerdem gezeigt, dass Monozyten 
Membranbestandteile allogener Endothelzellen in ihre eigene Zellmembran einbauen können 
und damit allogene MHC-Moleküle T-Zellen „semi-direkt“ präsentieren können (29, 174). 
Auf die Stimulierung durch direkte und indirekte Antigenpräsentationen reagieren CD4+ T-
Zellen u.a. mit Interferon(IFN)-γ Sekretion. Vermehrte Aktivierung von Endothelzellen und 
Monozyten ist die Folge. Auch die Wandadhärenz der Monozyten am 4. postoperativen Tag 
(Abb. 1) kann durch Wechselwirkung mit T-Zellen erklärt werden. Fyfe et al. konnten in in 
vitro-Experimenten zeigen, dass allospezifische, aktivierte CD4+ T-Helferzellen die monozy-
täre Adhäsion an kultivierte Endothelzellen fördern (52).  
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Nach der klassischen Vorstellung erfolgt die Aktivierung CD8+ T-Zellen in sekundären 
lymphatischen Organen unter Beteiligung von APCs und aktivierten T-Helferzellen. Pober et 
al. konnten in vitro zeigen, dass jedoch auch Endothelzellen über alle nötigen Signale verfü-
gen, um CD8+ T-Zellen zu aktivieren (9, 26, 27). Durch Endothelzellen aktivierte CD8+ T-
Zellen proliferieren wesentlich schwächer, als durch B-Zellen stimulierte CD8+ T-Zellen und 
weisen eine geringere Zytotoxizität auf (28).  
Aktivierte CD8+ T-Lymphozyten sind wichtige Effektorzellen während der akuten Ab-
stoßungsreaktion. Dass CD8+ T-Lymphozyten während Abstoßungsprozessen für die Zerstö-
rung des Gefäßendothels allein verantwortlich sind, ist unwahrscheinlich: Um die Rolle von 
CD8+ T-Zellen für die Transplantatdestruktion bei akuten Abstoßungsprozessen aufzuklären, 
wurden Depletionsexperimente durchgeführt. Durch Depletion von CD8+ T-Lymphozyten 
lassen sich Abstoßungen allogener Nierentransplantate weder verhindern, noch abschwächen 
(13, 57). Andere, nicht lymphozytäre Leukozytenpopulationen müssen im Rahmen akuter 
Abstoßungsreaktionen organdestruktiv-zytotoxisch wirken.   
 
1.2.3 Die Rolle von Endothelzellen bei der akuten Transplantatabstoßung  
Das Endothel ist von größter Bedeutung für alle Abstoßungsformen. Es stellt die Grenzfläche 
zwischen Empfängerblut und dem Parenchym des Spenderorgans dar. Sowohl nach isogener, 
als auch nach allogener Nierentransplantation zeigen sich in den ersten beiden Tagen nach 
Transplantation perivasale Infiltrate aus mononukleären Leukozyten (1.2.1). Diese sind durch 
den Ischämie-/Reperfusionsschaden bedingt: Mit der nach Implantation und Gefäßanastomo-
sierung einsetzenden Reperfusion, kommt es zur Entstehung von Sauerstoffradikalen im 
Transplantat (162). Sie führen zu einer Erhöhung der Kalziumionenkonzentration in Endo-
thelzellen, was Ödembildung, Proteaseaktivierung und die Produktion weiterer Sauerstoffra-
dikale triggert (75, 142). Die Endothelaktivierung fördert die Entzündung im Transplantat und 
perivasale Infiltrate sind die Folge. Nach allogener Nierentransplantation kommt es zu einer 
verstärkten Immunantwort des angeborenen Immunsystems: Aktivierte Endothelzellen expri-
mieren verstärkt Adhärenzmoleküle der Selektinfamilie, intercellular adhesion molecule 
(ICAM)-1 und vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 und fördern die Adhäsion, sowie 
die Transmigration von Leukozyten in das Parenchym des Transplantates (53, 68). Die      
Blockade dieser Adhäsion durch neutralisierende Antikörper führt zu geringeren Gefäßschä-
den des Transplantates (53, 68). Die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut wird u.a. 
durch Chemokine aus aktivierten Endothelzellen gesteuert. Die Bedeutung der Leukozyten-
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rekrutierung über Chemokine für die akute und chronische Transplantatabstoßung ist bereits 
in einigen Mausmodellen und auch beim Menschen belegt (66, 71, 92). Im Rahmen dieser 
akuten Immunreaktion treten auch die Monozyten mit dem Endothel in Wechselwirkung, was 
deren Aktivierung weiter fördert: Aktivierte Monozyten exprimieren verstärkt Tumornekrose-
faktor(TNF)-α, Interleukin(IL)-1β und IL-6. Endothelzellen werden durch diese Zytokine 
aktiviert und weisen eine vermehrte Expression der o.g. Adhäsionsmoleküle und Chemokine 
auf (164, 167). Im Rahmen der Transplantatabstoßung konnte gezeigt werden, dass die Blo-
ckade von IL-1β oder TNF-α zu verminderter Rekrutierung von Entzündungszellen in alloge-
ne Nierentransplantate führt (164, 167). Zusätzlich reagiert aktiviertes Endothel bei akuten 
Abstoßungsreaktionen mit vermehrter MHC-Klasse-I- und -II-Antigenexpression (125).   
IFN-γ, vorwiegend aus aktivierten Empfänger-CD4+ T-Lymphozyten, gilt als Hauptstimulus 
für die MHC-Antigenexpression des Endothels (34). Die verstärkte MHC-Expression, sowie 
die damit einhergehende CD4+ T-Zellaktivierung leitet die spezifische Immunantwort ein, die 
gegen die Alloantigene des Transplantates gerichtet ist. Die Aktivierung der CD4+                
T-Helferzellen und ihre Wechselwirkung mit Monozyten und Endothelzellen ist bereits unter 
1.2.2 beschrieben. Aktivierte alloantigenspezifische CD8+ T-Lymphozyten erkennen MHC-
Klasse-I-Antigene auf dem Spenderendothel als fremd und führen schließlich zu seiner Zer-
störung.  
 
1.2.4 Die Rolle von Monozyten bei der akuten Transplantatabstoßung 
Im Tiermodell können die Gefäße von isogenen und allogenen Nierentransplantaten perfun-
diert und sowohl mobile als auch randständige Leukozyten gewonnen werden. Auf diese Wei-
se können intravasale Leukozyten des Transplantates bei Abstoßungsprozessen ex vivo unter-
sucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen der akuten Abstoßung von allo-
genen Nierentransplantaten zu einer 9fachen Zunahme der intravasalen Leukozyten kommt. 
Während der akuten Abstoßung allogen transplantierter Nieren machen Monozyten bis zu    
73 % der intravasalen Leukozyten aus (59). Die deutliche Größenzunahme auf bis zu 16 µm 
im Durchmesser spricht für eine schon intravasale Aktivierung der Monozyten während aku-
ter Abstoßungsreaktionen (59).  
Grau et al. analysierten so gewonnene Leukozytenfraktionen aus isogenen und allogenen Nie-
rentransplantaten bzgl. ihrer Zytokin- und Effektormolekülexpression (59). Ihre Ergebnisse 
deuten auf eine starke Aktivierung der Monozyten hin: Bei akuter Transplantatabstoßung 
kommt es zu einer Zunahme der Expression von TNF-α-mRNA in intravasalen mono-      
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nukleären Leukozyten. Durch die hohe Anzahl massiv aktivierter mononukleärer Leukozyten 
kommt es lokal zu sehr hohen Konzentrationen von IL-1β, Il-6, IL-12 und TNF-α in den Ge-
fäßen allogen transplantierter Nieren. Diese proinflammatorischen Zytokine sind typische 
Produkte von Monozyten, die nach Stimulation durch T-Zellen ausgeschüttet werden (59). Sie 
gelten als klassische Zytokine der angeborenen Immunität (96). TNF-α-mRNA ist mit akuter 
Transplantatabstoßung von Nieren- und Herztransplantaten assoziiert (1, 95). iNOS ist ein 
typisches Enzym aktivierter Monozyten/Makrophagen und ist ebenfalls hochreguliert (59). 
Folge der Expressionssteigerung sind lokal erhöhte NO-Konzentrationen, die zytotoxisch auf 
alle Zellen der Umgebung wirken (12, 168). Die erhöhte mRNA-Expression von TNF-α und 
iNOS läßt vermuten, dass Monozyten Endothelien schädigen. Auch die Expression von tissue 
factor (TF) in Monozyten ist nach allogener Nierentransplantation gesteigert (59). Durch die 
intravasale Expression von TF können aktivierte Monozyten prokoagulatorisch wirken und 
Gefäßverschlüsse induzieren (103). Dabei scheint es sich um eine auf das Transplantat be-
schränkte lokale Hochregulation zu handeln, da mononukleäre Leukozyten aus kardialem Blut 
der Empfänger allogener Nierentransplantate keine veränderte TF-Expression aufweisen (59).  
Untersuchungen des Phänotyps zeigten, dass durch Perfusion gewonnene Monozyten aus dem 
allogenen Nierentransplantat auf ihrer Oberfläche ein Proteinmuster exprimieren, das für   
einen hohen Aktivierungsgrad spricht. Sie exprimieren nur noch wenig CD4, CD11a, CD18 
und CD43, weisen aber eine gesteigerte Expression von L-Selektin (CD62-L), Transferrinre-
zeptor (CD71) und dem für NK-Zellen typischen Marker CD161 (=NKR-P1) auf (59). Wäh-
rend Monozyten aus unbehandelten LEW-Kontrollnieren nur zu 5 % MHC II+ sind, zeigen 
nach allogener Nierentransplantation 50 % der Monozyten diesen Phänotyp (59).  
In in vitro-Zytotoxizitätsassays wurde gezeigt, dass Monozyten aus den Gefäßen eines alloge-
nen Nierentransplantates eine deutlich gesteigerte Zytotoxizität aufweisen (147). José et al. 
konnten zeigen, dass im akuten Abstoßungsmodell eine spezifische Makrophagendepletion zu 
verzögerter Transplantatabstoßung führt (81). Nach Jo et al. ließ sich durch Makrophagen-
depletion auch der renale Ischämie-Reperfusionsschaden vermindern (79). Die Makrophagen-
depletion gelang beiden Gruppen mit in Liposomen verkapseltem Dichloromethylen-
Diphosphonat (159). Sowohl die Destruktion des Parenchyms, als auch die des Endothels im 
Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens waren deutlich vermindert. Jo und José führen 
die Organprotektion auf die Depletion der Makrophagen zurück. Zu beachten ist, dass dieser 
Art der Makrophagendepletion immer eine Monozytendepletion voraus geht. Jo betont, dass 
schon 24 h nach Applikation der Liposomen die Zahl der Monozyten im Blut von 6.2 % auf 
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0,7 % absank. Ob der Schutz des Transplantates auch durch die Depletion aktivierter Mono-
zyten bedingt sein kann, bleibt zu diskutieren.  
Die besondere Rolle des Gefäßkompartimentes und der dort aktivierten Monozyten für die 
akute Transplantatabstoßung führt zu der Frage, wie diese intravasale Monozytenaktivierung 
reguliert wird und ob sie pharmakotherapeutisch inhibiert werden kann. Der Mediator Azetyl-
cholin (ACh) könnte hier von Bedeutung sein. 
 
1.3 Der Azetylcholin (ACh)-Syntheseapparat 
1.3.1 Cholinazetyltransferase (ChAT) 
ChAT ist das Schlüsselenzym der ACh-Synthese. Der cholinerge Genlokus besteht neben der 
für ChAT-kodierenden Region auch aus der Genregion, die für den vesikulären ACh-
Transporter (VAChT) kodiert, und weist einige Besonderheiten auf. Wie Abb. 2 zeigt, sind 
dem 1. kodierenden Exon von ChAT 3 Exons vorgeschaltet, das R-, N- und M-Exon. Ver-
schiedene ChAT mRNAs sind beschrieben (sog. R-, N-, M-Typen), die durch alternatives 
Spleißen hervorgehen (Abb. 2) (88, 107, 173). In den meisten peripheren Geweben wird aus-
schließlich die M-Variante von ChAT exprimiert. Misawa et al. (108) konnten zeigen, dass 
ChAT und VAChT koreguliert werden. Die VAChT-kodierende Region ist zwischen dem R- 
und dem N-Exon der cholinergen Genregion lokalisiert, was diese Koregulation erklärt. 
 
 R-Exon                  VAChT                  N-Exon               M-Exon
1. Exon
xon
xon
xon
1. E
1. E
1. E
1. Exon
1. Exon
M-Exon
N-Exon
N-Exon             M-Exon
R-E.   
R-Exon     
 
 R1-Typ 
 
 
R2-Typ 
 N1-Typ 
 N2-Typ 
 
 
M-Typ 
Abb. 2: Schematische Darstellung der nicht kodierenden Region des „cholinergen Genlokus“ der Ratte. Dem 1. 
Exon der ChAT-kodierenden Sequenz sind drei Exone vorgeschaltet (R-, N- und M-Exon). Als weitere Beson-
derheit schließt die Region zwischen dem R- und dem N-Exon das komplette VAChT-Gen ein. [R-E. =R-Exon] 
(nach (94)) 
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Der immunhistochemische Nachweis von ChAT (E.C. 2.3.1.6) gilt als eine Standardmethode 
zur Darstellung cholinerger Neurone (89, 90). Mit Antikörpern gegen die ChAT zentraler 
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Neurone (cChAT=common ChAT) war der Nachweis in vielen peripheren Neuronen nicht 
möglich, obwohl diese mit anderen Techniken bereits als cholinerg identifiziert worden wa-
ren. Weitere Untersuchungen führten schließlich zur Klonierung einer Spleißvariante von 
ChAT (153), die für periphere cholinerge Neurone charakteristisch ist (pChAT=peripheral 
ChAT).  
Durch alternatives Spleißen werden die Exone 6-9 bei pChAT entfernt. Wie Abb. 3 zeigt, 
werden dabei die Exone 3 (Cholininteraktionsstelle: EELDLPKLPVPPLQ) (44) und 10 (kata-
lytische Domäne: RRLRWKC) (76) erhalten, sodass auch für pChAT eine enzymatische 
Funktion vermutet wird. Eine Abschwächung der katalytischen Aktivität von pChAT gegen-
über cChAT ist denkbar, weil die von den Exonen 8 und 9 kodierten Histidine verlorengegan-
gen sind. Diese könnten an der katalytischen Funktion beteiligt sein (5, 15). 
 
  1       2       3       4      5       6       7       8       9     10     11    12     13     14    15 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der ChAT-kodierenden Genregion und der beiden Spleißvarianten cChAT 
und pChAT. Die Abb. zeigt, dass beide Varianten die bis jetzt bekannten für die Enzymfunktion essenziellen 
Regionen enthalten: Die Cholin-Interaktionsstelle (Exon 3) und die katalytische Domäne (Exon 10). Für beide 
Varianten wird deshalb eine enzymatische Funktion postuliert. (nach (94)) 
 
Die Promotorregion des humanen ChAT-Gens enthält keine TATA-Box, sondern GC-reiche 
Regionen. Diese sind charakteristisch für Haushaltsgene, was zum weitverbreiteten Vorkom-
men von ChAT passt (74). ChAT wurde erstmals 1943 von Nachmansohn und Machado 
nachgewiesen (109). Die wesentliche Funktion der ChAT ist die Synthese von ACh aus 2 
Substraten: Cholin gelangt über den Cholintransporter (CHT1) von extrazellulär in die Zelle 
oder wird alternativ aus Membranphospholipiden synthetisiert. Azetyl-CoA spielt eine 
Schlüsselrolle in verschiedenen Stoffwechselwegen (Zitratzyklus, Cholesterinsynthese usw.). 
Beide Substrate liegen im Überschuss vor. ChAT ist sehr spezifisch für Cholin, aber nicht für 
das zweite Substrat, den aktivierten Alkyl-Donor (Azetyl-CoA, Propionyl-CoA, Butyryl-
CoA) (135). Zunächst dachte man, dass sowohl cChAT als auch pChAT ausschließlich     
zytoplasmatisch lokalisiert sind. In neusten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich 
  1   2   3    4    5   6    7   8   9   10 11 12 13  14  15 
alternatives Spleißen 
cChAT mRNA, 1935 bp 
(c = common)     1   2    3    4   5  10  11 12 13 14  15 
pChAT mRNA, 1305 bp 
Cholin-Interaktionsstelle (p = peripheral) 
Katalytische Domäne 
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beide Isoenzyme in ihren intrazellulären Transportwegen unterscheiden: Während pChAT im 
Zytoplasma, aber nicht im Nukleus detektierbar war, konnte cChAT sowohl im Zytoplasma, 
als auch im Zellkern nachgewiesen werden (105). Durch Hemmung des nukleären Exportes 
mit Leptomycin B wurde auch pChAT intranukleär nachweisbar (105). Funktionelle Unter-
schiede zwischen beiden Isoenzymen sind bis heute unbekannt.  
AcetylCoA 
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Aus dem neuronalen cholinergen System sind bis heute einige Regulationsmechanismen für 
ChAT bekannt, die im Folgenden erläutert werden sollen. Ob diese auch auf non-neuronale 
cholinerge Zellen übertragen werden können, ist nicht sicher: 
Auf mRNA-Ebene kommt es zu einer Ko-Regulation von ChAT und VAChT (s.o.). Durch 
Dibutyryl-cAMP (dbcAMP), ein zyklisches Adenosinmonophosphat(cAMP)-Derivat, lässt 
sich die mRNA-Expression beider Proteine induzieren (6, 11, 17). Gesteigerte ChAT-
Aktivität ist die Folge. Die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) Typ II konnte als eine 
Schlüsselstelle in der Signalkaskade identifiziert werden, deren Aktivierung zu gesteigerter 
ChAT-mRNA Expression führt (11, 140). Neben PKA scheint auch Proteinkinase C (PKC) 
Einfluss auf die ChAT-Transkription zu nehmen. So führt Arachidonsäure über einen PKC-
abhängigen Mechanismus zu vermehrter ChAT-mRNA-Expression (19, 33). Als Teil von 
Phospholipiden der Zellmembran wird Arachidonsäure durch Calciuminflux oder über G-
Protein-abhängige Mechanismen freigesetzt.  
Nerve growth factor (128) und ciliary neurotrophic factor (6, 8, 106) induzieren ebenfalls 
ChAT auf Transkriptionsebene. Durch ciliary neurotrophic factor gesteigerte mRNA-
Expression konnte in vitro durch Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) gehemmt werden 
(106). Die Rolle von MAPK wird z. Zt. noch kontrovers diskutiert, weil andere Experimente 
die MAPK als wichtigen Stimulus für die ChAT-Promotoren identifizierten (37). Retinsäure 
und Glukokortikoide (6, 7, 118, 119) führen über ihre intrazellulären Hormonrezeptoren als 
ChAT 
ACh
Cholin
Cholin
Acetat
ACh 
 
CHT I 
Abb. 4: ACh-Synthese und –Abbau. Cholin gelangt über 
CHT1 in die Zelle. ChAT synthetisiert ACh aus Cholin 
und mitochondrialem Azetyl-CoA. Ob auch in periphe-
ren Zellen ACh via Exozytose sezerniert wird, ist um-
stritten. (nach (94)) 
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Transkriptionsfaktoren am cholinergen Genlokus zu verstärkter ChAT-mRNA-Expression. 
Mit Dexamethason ließ sich eine deutlich stärkere Hochregulation der Transkription errei-
chen, als mit Retinsäure. Die Effekte von beiden Hormonen sind zelltyp-spezifisch (7).     
Interessanterweise lies sich in in vitro-Experimenten die durch Dexamethason gesteigerte 
ChAT- und VAChT-mRNA-Expression durch dbcAMP verstärken. Weitere Regulatoren wie 
bone morphogeneic protein (BMP) aus der transforming growth factor-β (TGF-β)-
Superfamilie greifen ebenfalls auf  Ebene der Transkription in die ChAT-Expression ein und 
haben verschieden starke Effekte, die noch weiter erforscht werden müssen (102). 
Neben Regulationen auf Transkriptionsebene, kann auch posttranslational die Aktivität von 
ChAT gesteuert werden: Die posttranslationale Phosphorylierung konnte als wichtiger Regu-
lationsmechanismus der ChAT-Aktivität identifiziert werden (33, 37, 173): Sowohl die Men-
ge membrangebundenen ChAT-Proteins (s.u.) als auch die ACh-Synthese werden durch Inhi-
bitoren von Serin/Threonin-Phosphatase (24, 77) und Aktivierung von PKC (54) gesteigert. 
Offensichtlich ist bzgl. dieser Regulation zwischen einer 69 kDa- und 82 kDa-Form von 
ChAT zu unterscheiden. Während erstere Substrat für PKC und viele weitere Proteinkinasen 
ist, nicht aber durch PKA modifiziert wird, wird die 82 kDa-Form nur von PKC und der α-
Ca2+/Calmodulin-abhängigen-Proteinkinase phosphoryliert (32). Auch in extraneuronalen 
Zellen stellt die Phosphorylierung von ChAT einen wichtigen Regulator der Enzymaktivität 
dar (63).  
Durch posttranslationale Phosphorylierung kann auch die Lokalisation des ChAT-Proteins in 
der Zelle reguliert werden (33): Wie bereits erwähnt, liegt der Großteil von ChAT als lösli-
ches Protein im Zytoplasma vor. Von cholinergen Neuronen ist bekannt, dass ChAT außer-
dem an die Zellmembran assoziiert vorliegen kann (4, 35). Die Phosphorylierung von ChAT 
an Position Serin 440 verleiht dem Protein negative Ladung und ändert seine Bindungseigen-
schaften an subzelluläre Kompartimente (31). In einer Modellvorstellung könnte die Phospho-
rylierung zu erhöhter Affinität von ChAT an die Zellmembran führen. CHT1 und ChAT stün-
den dann in engem räumlichen Kontakt und könnten effektivere ACh-Synthese betreiben.  
Diese vielfältigen Regulationsmöglichkeiten der ChAT-Expression, -Aktivität und                   
-Verteilung innerhalb der Zelle haben dazu geführt, dass einige Gruppen davon ausgehen, 
dass die Enzymaktivität von ChAT die Geschwindigkeit der ACh-Synthese bedingt (126, 138, 
150). 
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1.3.2 Der hochaffine Cholintransporter 1 (CHT1) 
Cholin wird aus dem Extrazellularraum mittels des hochaffinen Na+-abhängingen Cho-
lintransporters CHT1 in die Zelle aufgenommen (10). In Neuronen gilt die Cholinaufnahme 
durch CHT1 als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der ACh-Synthese (64, 93). Cholin 
und sein Transport in die Zelle sind neben der ACh-Synthese für viele Stoffwechselwege von 
Bedeutung. Dennoch korreliert die CHT1-Dichte in der Zellmembran mit der Stärke der ACh-
Sekretion (42). CHT1 gehört zur SLC 5-Familie mit 8 Mitgliedern (172). Neben der Lokalisa-
tion im zentralen Nervensystem (ZNS) konnte CHT1 auch in non-neuronalen Zellen wie Ke-
ratinozyten (62) und zilientragenden Zellen des respiratorischen Epithels (122) nachgewiesen 
werden. Auch die Intima und Media arterieller Gefäße in der Ratte konnten als CHT1+ identi-
fiziert werden (98). 
Das CHT1-Gen der Ratte ist auf Chromosom 9 lokalisiert und umfasst 9 Exons (~ 25 kb). Das 
CHT1-Protein weist 13 Transmembrandomänen auf mit einem extrazellulären N-Terminus 
und einem zytoplasmatischen C-Terminus.  
Drei wesentliche Regulationsmechanismen für den Cholintransport via CHT1 werden disku-
tiert: 
1.) Ferguson et al. beschreiben einen großen intrazellulären  CHT1-Pool in Membranen 
der synaptischen Vesikel neuronaler Zellen. Gesteigerte ACh-Sekretion aus synapti-
schen Vesikeln cholinerger Neurone führt automatisch zu erhöhter CHT1-Dichte in 
der neuronalen Zellmembran. Nach dem Abbau von ACh im synaptischen Spalt durch 
ACh-Esterase (AChE) kann das Cholin durch CHT1 wieder aufgenommen werden. 
(42). 
2.) Die CHT1-Dichte in der Zellmembran steigt, wenn die Clathrin-vermittelte Endozyto-
se blockiert ist (158). Interagierende Proteine können entweder CHT1 in der Membran 
zurückhalten, oder ihn zur Clathrin-vermittelten Endozytose freigeben. 
3.) Gates et al. zeigten, dass CHT1 phosphoryliert werden kann. Serin- und Threonin-
Reste und der C-Terminus des CHT1-Proteins könnten als Phosphorylierungsorte die-
nen (54). Der Cholintransport in die Zelle wird durch Gabe von Inhibitoren der Prote-
inphosphatase-2A, wie Calyculin A, vermindert. Behandlung von Zellen mit dem Im-
munsupressivum Ciclosporin A, einem Proteinphosphatase-2B-Inhibitor, führt dage-
gen zu keiner verminderten Cholinaufnahme (77). 
Neben CHT1 als hochaffinem Cholintransporter (Km 1-5 µmol/l) sind niedrig affine Cho-
lintransporter (Km=10-100 µmol/l) und Choline transporter-like proteins (CTLs) beschrieben. 
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CTLs weisen eine Affinität auf, deren Km zwischen der von CHT1 und der von niedrig affi-
nen Cholintransportern liegt (155). Ihre Rolle für das non-neuronale cholinerge System ist 
unklar.  
 
1.3.3 Die Wirkung von Azetylcholin auf das Immunsystem 
1.3.3.1 Proinflammatorische Wirkungen über muskarinische Azetylcholinrezeptoren 
Lymphozyten exprimieren wesentliche Komponenten des non-neuronalen cholinergen Sys-
tems: Neben ChAT-Aktivität (48) weisen sie nikotinische (nAChR) und muskarinische ACh-
Rezeptoren (mAChR) auf ihrer Oberfläche auf (51, 139). Für die mAChR-Subtypen (M2- bis 
M5-mAChR) ist bekannt, dass ihre Expression auf der Zelloberfläche reguliert ist. Bei Atem-
wegsüberempfindlichkeit, wie beim allergischen Asthma, kommt es zu verstärkter Expression 
von M2- und M5-mAChR auf Lymphozyten. Die M4-mAChR-Expression bleibt dagegen 
unverändert (130). Es konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung cholinerger Rezep-
toren auf der Oberfläche peripherer Lymphozyten von ihrem Aktivierungsgrad abhängt (43, 
129, 151).  
Cholinerge Agonisten erhöhen die freie Ca++-Konzentration (97) und die c-fos-Expression 
(46) in aktivierten T-Lymphozyten. ACh bzw. seine Agonisten können außerdem zu erhöhter 
IL-2- und IL-2-Rezeptor (IL-2R)-Expression durch Lymphozyten führen und proliferations-
fördernd auf Lymphozyten wirken (86, 111, 132). 
Von entscheidender Bedeutung für die Abstoßung allogen transplantierter Organe sind zyto-
toxische CD8+ T-Lymphozyten. CD8+ T-Lymphozyten differenzieren sich nach Stimulation 
zu zytotoxischen CD8+CD69+ T-Lymphozyten. In vitro führt kurze Stimulation von              
T-Lymphozyten durch eine APC zu CD69-Expression, jedoch nicht zur Entwicklung lytischer 
Aktivität. Dafür sind zusätzliche Stimuli erforderlich. Zimring et al. konnten in Zellkulturex-
perimenten zeigen, dass ACh einen solchen Stimulus darstellt (177). Hohe Dosen von Atropin 
hemmen über M1-mAChR die Differenzierung von naiven CD8+ T-Lymphozyten zu zyto-
toxischen CD8+ T-Lymphozyten. CD8+ T-Lymphozyten von M1-mAChR-defizienten Mäusen 
(45) entwickeln konsequenterweise keine lytische Aktivität. Wenn der M1-mAChR für die T-
Zelldifferenzierung mitverantwortlich ist, bleibt zu klären, warum solch hohe (im Vergleich 
zu neuronal wirksamen Konzentrationen) Atropindosen nötig sind, um eine Differenzierung 
zu verhindern. 
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Eine Reihe von Hypothesen werden z.Zt. diskutiert:  
1.) Die Affinität des M1-mAChR variiert stark zwischen non-neuronalen und neuronalen 
Zellen (131). 
2.) Eine Reihe von Mechanismen sind bekannt, die die Affinität des M1-mAChR von T-
Lymphozyten zu Atropin modulieren könnten: M1-mAChR-Phosphorylierungen (72), 
Dimerisierung/Oligomerisierung (69), allosterische Modulation (146) und Interaktio-
nen mit potenziellen G-Protein-regulierenden receptor activity modulating proteins 
(RAMPs) (21).  
3.) Extrem hohe lokale ACh-Konzentrationen könnten in der Umgebung von T-Zellen er-
reicht werden. Dann wären hohe Atropindosen nötig, um die große ACh-Menge von 
seinen Rezeptoren zu verdrängen (14).  
Welche der bisher aufgeklärten intrazellulären Signalkaskaden des M1-mAChR für die diffe-
renzierende Wirkung verantwortlich ist, ist bisher unklar. Zimring et al. vermuten eine Inter-
aktion zwischen M1-mAChR, TCR und weiteren co-stimulatorischen Rezeptoren auf           
T-Zellen (177).  
 
1.3.3.2 Antiinflammatorische Wirkungen über nikotinische Azetylcholinrezeptoren 
Die antiinflammatorische Wirkung, die nikotinische Agonisten über nACh-Rezeptoren entfal-
ten, ist von klinischer Relevanz. Eine protektive Wirkung von Nikotin ist für Krankheiten wie 
Colitis ulcerosa (im Gegensatz zu M.Crohn (80)) und rheumatoide Arthritis schon länger be-
kannt (40). Beide entzündlichen Erkrankungen führen zu einem erhöhten TNF-α-Spiegel, der 
zu gesteigerten IL-1 und -6-Spiegeln führt. Nikotin senkt den TNF-α-Spiegel in vivo. Außer-
dem führt Nikotin zu einer verminderten IL-2-, TNF-α- und IFN-γ-Ausschüttung aus periphe-
ren mononukleären Zellen bei simultaner Stimulation von CD3 mit Antikörpern. Nach Infek-
tion einer Alveolarmakrophagenzelllinie der Maus mit Legionella pneumophila führte eine 
Nikotininkubation zu einer verminderten Ausschüttung von IL-6, TNF-α und IL-12, jedoch 
nicht von IL-10. Die bakterielle Zellzahl nahm deutlich zu (104). Für die vorliegende Arbeit 
ist von Bedeutung, dass IL-10 und IL-12 zwei Schlüsselzytokine für die Regulation des 
Gleichgewichtes zwischen Th1- und Th2-Zellen darstellen (41, 73, 127). IL-12 fördert die 
IFN-γ-Produktion durch NK-Zellen und T-Zellen und gilt als Aktivator von  Monozy-
ten/Makrophagen. IL-10 entfaltet antagonistische Wirkungen, indem es die IL-12-
Ausschüttung durch aktivierte Makrophagen und dendritische Zellen hemmt. Da Nikotin zu 
verminderter IL-12-Sekretion aus Makrophagen führt und ihre Immunantwort hemmt, die    
 
- 21 - 
 
KAPITEL 1                                                                                                                                                                                   EINLEITUNG                                      
IL-10-Sekretion hingegen nicht beeinflusst, kann Nikotin die für die Transplantationsimmu-
nologie bedeutende Th1-Antwort hemmen (104). Nikotin hemmt die Produktion von TNF-α, 
Prostaglandin E2 (PGE2) und macrophage inflammatory protein (MIP)-1α durch in vitro kul-
tivierte Monozyten/Makrophagen nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) (176). Wie 
erläutert, kommen TNF-α und PGE2 eine besondere Bedeutung bei systemischen Entzün-
dungsreaktionen zu, während MIP-1α mit der Akkumulation von Th1-Zellen in Verbindung 
gebracht wird. Auch CD14 und der LPS-Rezeptor (toll-like receptor 4) von Makrophagen 
werden nach Stimulation über nAChR vermindert exprimiert, genauso wie Zelladhäsions-
moleküle (ICAM 1) und CD40 (65). Takahashi konnte ähnliche Effekte für Makrohpagen 
zeigen, die zuvor mit IL-18 stimuliert worden waren (149). Diese reagieren auf Nikotin mit 
verminderter ICAM-, B7.2- und CD40-Expression. IL-12, IFN-γ und TNF-α aus peripheren 
mononukleären Leukozyten waren ebenfalls vermindert. 
Für die antiinflammatorischen Effekte von ACh wird von einigen Gruppen der α7-nAChR 
verantwortlich gemacht (166). Dieser wird auch von Makrophagen exprimiert. In unserem 
experimentellen Modell konnte die Expression des nikotinischen α7-Rezeptors durch intrava-
sale Transplantatleukozyten, die zu über 70 % aus Monozyten bestehen, in vivo nicht nach-
gewiesen werden (70). Zwar gelang es, Monozyten als α7-nAChR+ Zellen in vitro zu identifi-
zieren, in Zellkulturexperimenten nehmen Monozyten aber immer makrophagenähnliche  
Eigenschaften an (176).  
 
1.3.4 Der cholinerge, antiinflammatorische Regelkreis 
Die Arbeitsgruppe um Tracey konnte zeigen, dass der Nervus vagus die TNF-α-Ausschüttung 
von Makrophagen reguliert (14). In der Ratte wurde mit LPS-Gabe ein sepsisähnlicher Zu-
stand erzeugt und gleichzeitig der Nervus vagus stimuliert. Als Kontrolle dienten Ratten, bei 
denen zwar LPS gegeben wurde, nicht aber die Vagusstimulation erfolgte. Im Gegensatz zur 
Kontrollgruppe überlebten die Vagus-stimulierten Tiere die Experimente und wiesen deutlich 
geringere TNF-α-Spiegel im Serum auf. Die neuronale ACh-Ausschüttung führte zu einer 
Inhibition der TNF-α-Sekretion aus Makrophagen. Wang et al. blockierten in vitro α7-
nAChR auf Makrophagen mit α-Bungarotoxin. Eine antiinflammatorische Wirkung von ACh 
oder Nikotin war nicht mehr erfassbar (166). Versuche mit α7-nAChR-defizienten Mäusen 
bestätigten, dass die antiinflammatorische Wirkung des Nervus vagus über α7-nAChR ver-
mittelt wird (166). Erfasst das ZNS über IL-1-Rezeptoren auf sensorischen Nervenzellen des 
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Nervus vagus eine gesteigerte immunologische Aktivität der Makrophagen, steigert es die 
vagale ACh-Ausschüttung und verhindert eine überschießende inflammatorische Antwort 
(154, 166). 
Der Abbau von ACh erfolgt durch AChE. V.a. Hepatozyten, Muskelfasern und Erythrozyten 
weisen hohe AChE-Konzentrationen auf (169). Ihre hohe katalytische Aktivität bedingt die 
sehr kurze Halbwertszeit von sezerniertem ACh, sodass angezweifelt werden kann, ob neuro-
nal sezerniertes ACh Blutleukozyten bzw. gewebsständige Makrophagen erreichen kann.  
Tracey publizierte kürzlich, dass der cholinerge antiinflammatorische Effekt auf Makropha-
gen der Milz im Rahmen des cholinergen antiinflammatorischen Regelkreises durch         Ka-
techolamin sezernierende Nervenenden des N. splenicus vermittelt wird und nur indirekt 
durch ACh vermittelt wird (134). Bei kritischer Betrachtung der Hypothese vom cholinergen 
antiinflammatorischen Regelkreis stellt sich also die Frage, ob neuronales ACh wirklich weit-
reichende Wirkungen entfalten kann.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Schema zum cholinergen, antiinflammatori-
schen Pfad: ACh führt über den α7-nAChR zur Inhibi-
tion der TNF-α und IL-1-Sekretion von Makrophagen. 
Über neuronale IL-1-Rezeptoren kann die Aktivität der 
Makrophagen ermittelt werden. Ist sie im Rahmen von 
immunologischen Prozessen erhöht, steigt die neuronale 
ACh-Ausschüttung und damit die Inhibition der sekre-
torischen Makrophagenaktivität. (nach (117)) 
 
 
- 23 - 
 
KAPITEL 1                                                                                                                                                                                   EINLEITUNG                                      
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Im Gefäßkompartiment des allogenen Nierentransplantates kommt es während der akuten 
Abstoßungsreaktion zu einer massiven Aktivierung und Ansammlung mononukleärer Leuko-
zyten. Ungefähr 70 % dieser Leukozyten sind Monozyten, die vermutlich während der Ab-
stoßung des Transplantates eine zentrale Rolle spielen. ACh könnte die Funktion intravasaler 
Transplantatleukozyten regulieren. 
Als Quellen des Neurotransmitters ACh kommen neben Neuronen auch periphere, non-
neuronale Zellen in Frage. Im Gefäßkompartiment des denervierten Transplantates scheiden 
Neurone als Quelle intravasalen ACh aus, sodass die Funktion des non-neuronalen choliner-
gen Systems in diesem Modell sehr gut untersucht werden kann. 
Ziel dieser Arbeit ist es, die intravasalen mononukleären Leukozyten in einer immunologi-
schen Extremsituation, wie der akuten Organabstoßung, auf ihre ChAT und CHT1-Expression 
hin zu untersuchen. In dieser Arbeit werden Gefäßperfusate isogener (LEW auf LEW) und 
allogener (DA auf LEW) Nierentransplantate verglichen. Mittels Westernblot und polymerase 
chain reaction (PCR) werden diese Leukozytenpopulationen auf ihren ChAT- und CHT1-
Protein- und mRNA-Gehalt hin analysiert. Abschließend wird ACh, als Produkt von ChAT 
und CHT1, in intravasalen mononukleären Leukozyten gemessen und die allogene mit der 
isogenen Situation verglichen. 
In dieser Arbeit sollen folgende Hypothesen überprüft werden: 
1.) Leukozyten in den Blutgefäßen von experimentellen Nierentransplantaten besitzen die 
enzymatische Ausstattung zur ACh-Synthese (ChAT und CHT1). 
2.) Die Expression von ChAT und CHT1 wird in Abhängigkeit von der Transplantatab-
stoßung reguliert. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Material 
2.1.1 Reagenzien 
Aceton p.a. (pro analysi) (Merck, Darmstadt; 1.00014.1011) 
Acrylamidlösung Rotiphorese 30 % (Roth, Karlsruhe; 3037.1) 
Agarose Genagarose LE (Inno-train, Kronberg; GX04090) 
Albumin Standard (Pierce, Rockford, USA; 23209) 
Ammoniumperoxidisulfat p.a. (Roth, Karlsruhe; 9592.3) 
Ampicillin ratiopharm (ratiopharm, Ulm) 
Anti-Maus-Immunglobulin (Ig), Peroxidase-gekoppelt, aus dem Kaninchen (Dako-
Cytomation, Carpinteria, USA) 
Aqua ad injectabilia (Aqua ad inj.) (Baxter, Lessines, USA; 001428) 
Aqua destillata (Aqua dest.) (Merck, Darmstadt; 244) 
Brillant Blue G (Sigma-Aldrich, Steinheim; B0770-5G) 
BSA, Albumin, bovine, fraction V (Serva, Heidelberg; 11930) 
Chloralhydrat (Merck, Darmstadt; 2425) 
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) (Roche, Mannheim; 1277049) 
Dimethylformamid (Merck, Darmstadt; 1.03053) 
Dinatriumhydrogenphosphat p.a. (Merck, Darmstadt; 1.06580.1000) 
Dithiothreitol (DTT) (Invitrogen, Karlsruhe; 495714) 
DNAse (Invitrogen, Karlsruhe; 486136)  
DNAse Puffer (Invitrogen, Karlsruhe; 464785) 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)-Disodium p.a. (Serva, Heidelberg; 11280) 
EDTA, 25 mM (Invitrogen, Karlsruhe; 391301) 
EnVision+®System Labelled Polymer-alcaline phosphatase(AP) anti-rabbit/mouse (DakoCy-
tomation, Carpinteria, USA) 
EnVision+®System Labelled Polymer-horseradish peroxidase(HRP) anti-rabbit (DakoCyto-
mation, Carpinteria, USA) 
Essigsäure 100 %, Eisessig p.a. (Merck, Darmstadt; 64271) 
Essigsäure 96 % p.a. (Sigma Aldrich, Seelze; 33206) 
Ethanol p.a. (Sigma-Aldrich, Seelze; 25690) 
Ethidiumbromid 1 % (Roth, Karlsruhe; 2218.1) 
Fast Blue BB Salt (Sigma-Aldrich, Steinheim; F-3378) 
Fast Red (Sigma-Aldrich, Steinheim; F-1630) 
First strand buffer (Invitrogen, Karlsruhe; 494157) 
Glycergel mounting medium (DakoCytomation, Carpinteria, USA; C0563) 
Glyzerin (Sigma-Aldrich, Steinheim; G-2025) 
Glyzin p.a. (Roth, Karlsruhe; 3908.2) 
Hämatoxylin (Merck, Darmstadt; 15938) 
Heparin ratiopharm 25 000 IE/5 ml (ratiopharm, Ulm) 
Isopropanol p.a. (Baker, Griesheim; 8067) 
Kalialaun (Merck, Darmstadt; 1042) 
Kaliumchlorid p.a. (Merck, Darmstadt; 4936) 
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. (Merck, Darmstadt; 1.04873.0250) 
Levamisol, Tetramisolhydrochlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim; 31742) 
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2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim; M6250) 
Methanol 99,8 % (Fluka-Chemie, Buchs, Schweiz; 65543) 
Milchpulver blotting grade (Roth, Karlsruhe; T145.3) 
Micro BCA™Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford, USA; 23235) 
Molekulargewichtsstandard, 100 bp DNA ladder (Promega, Madison, USA; 18149204) 
Naphthol AS-MX-Phosphate (Sigma-Aldrich, Steinheim; N-4875) 
Narcoren, Pentobarbital-Na (Merial, Hallbergmoos) 
Natriumazid, NaN3 reinst. (Merck, Darmstadt; 1.06688.0100) 
Natriumchlorid, NaCl p.a. (Roth, Karlsruhe; 3957.1) 
Natriumdihydrogensulfat, NaH2PO4·2H2O reinst (Merck, Darmstadt; 1.06345.1000) 
Natriumhydrogensulfat, Na2HPO4·2H2O p.a. (Merck, Darmstadt; 1.06580.1000) 
Natriumhydroxid, NaOH 1 mol/l (Merck, Darmstadt; 1.09137.1000) 
Natriumdodecylsulfat, sodium dodecylsulfate (SDS), ultrapure ≥99,9 %  
(Carl Roth, Karlsruhe; 2326.2) 
Natriumhypochlorit, Chlorbleiche (Merck, Darmstadt; 1.05614.2500) 
Natriumjodat, NaJO3 p.a. (Merck; 1.06525.0100) 
Normalrattenserum (Harlan-Winkelmann, Borchen) 
Oligo-DTs (MWG Biotech, Ebersberg) 
Orange G to dye (Sigma-Aldrich, Steinheim; O1625) 
Paraffin, Gewebeeinbettmittel (Vogel, Gießen, VO-5-1001) 
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim; P6148-IKJ) 
Percoll (GE Healthcare Bio Sciences, Uppsala, Schweden; 17-0891-01) 
Pertex (Medite, Burgdorf; PER30000) 
Protease (Sigma-Aldrich, Steinheim; P-5147)  
Protease-Inhibitortablette, Complete® Mini (Roche Diagnostics, Mannheim; 1836153) 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden; 28704) 
Rainbow Molecular Weight Markers (Amersham Biosciences Europe, Freiberg; RPN800) 
Rneasy Mini Kit (Quiagen, Hilden; 74104) 
Rotiblock, 10x-Konzentrat (Roth, Karlsruhe; A151.1) 
Rotihistol (Roth, Karlsruhe; 6640.1) 
Salzsäure, HCl 1N (Merck, Darmstadt; 1.09057.1000) 
Silan, 3-Aminopropyltriethoxysilan 98 % (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
SuperScript™ II, reverse transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe; 18064-022) 
SuperSignal®WestPico Chemiluminsescent Substrate (Pierce, Rockford, USA; 34080) 
TEMED p.a. (Roth, Karlsruhe; 2367.3) 
Thermostabile DNA-Polymerase, AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, USA; 
4338856) 
Tris Base 99,9 % (Sigma-Chemical, St.Louis, USA; T-1503-1) 
Tris HCl (Sigma-Aldrich, Steinheim; T-3253) 
Tween 20 p.a. (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn; 8.22184.0500) 
UHU-Alleskleber (Uhu, Bühl) 
voll-entsalztes (VE)-Wasser (Universitätsklinikum Gießen) 
Wasserstoffperoxid, H2O2 30 % (Merck, Darmstadt; 1.07209.1000) 
Xylol reinst (Merck, Darmstadt; 1.08685.2500) 
Zitronensäure-Monohydrat p.a. (Merck, Darmstadt; 1.0024.0500) 
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2.1.2 Geräte und Kleinmaterial 
AlphaEase FC software 3.3.0 (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, USA) 
Amersham Hyperfilm™ECL high performance chemiluminescence film (GE Healthcare Li-
mited, Buckinghamshire, Großbritannien) 
Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau) 
Blockthermostat BT 100 (Kleinfeld Labortechnik, Gehrden) 
Blotting-Apparatur (Keutz Labortechnik, Reiskirchen) 
Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) 
Eppendorf Zentrifuge (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg; 5417R) 
MasterCycler (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg) 
Mikroskop Olympus BX511F (Olympus, Japan) 
Digitalkamera CC12 (Soft imaging system GmbH, Münster) 
Mikrotom Microm cool-cut HM355S (Microm GmbH, Walldorf) 
Plattenspektralphotometer FLUOstar OPTIMA (BMG Labtechnologies) 
SpeedVac®Plus mit Savant Universal Vacuum System Plus (GMI, Minnesota, USA) 
 
 
2.1.3 Puffer und Lösungen 
Die verwendeten Puffer und Lösungen sind im Folgenden aufgeführt: 
 
Lösung/Puffer Herstellung 
Ammoniumperoxidisulfat-
Lösung 
2 g Ammoniumperoxidisulfat wurden in 8 ml VE-
Wasser gelöst. 
„Coomassie“-Entfärber Zur Herstellung des Entfärbers wurden gemischt: 
● 350 ml Methanol  
● 24,5 ml Essigsäure 
● 325,5 ml Aqua ad inj. 
„Coomassie“-Farblösung Gemischt wurden: 
● 200 ml „Coomassie“-Entfärber (s.o.) 
● 50 mg Brillant Blue  
Hämalaunfärbelösung 1 g Hämatoxylin, 0,2 g Natriumjodat und 50 g Kali-
alaun wurden in 1000 ml VE-Wasser gelöst. Der Lö-
sung wurden am nächsten Tag 50 g Chloralhydrat und 
1 g Zitronensäure zugegeben. Nach 5 min Erhitzen un-
ter Rühren wurde die Lösung filtriert. In dieser Arbeit 
wurde die Farbstofflösung vor Gebrauch 1:10 mit VE-
Wasser verdünnt. 
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Laufpuffer Zu 100 ml 10 %iger SDS-Stammlösung wurden gege-
ben: 
● 30,4 g Tris Base 
● 144,2 g Glyzin 
Anschließend wurde mit Aqua ad inj. auf 10 l auf-
gefüllt.  
Naphtol AS-MX-Phosphat-
Puffer mit 1mM Levamisol 
In 200 µl Dimethylformamid wurden 2 mg Naphtol AS-
MX-Phosphat gelöst. Anschließend wurden 9,8 ml  
0,1 M Tris HCl (0,1 M, pH 8,2) und 2,4 mg Levamisol 
zugegeben.    
Orange G-Gebrauchslösung Gemischt wurden: 
● 5,12 ml 100 % Glyzerin (= 50 %) 
● 500 µl 1 M Tris HCl (pH 8) 
● 1 ml 0,5 M EDTA-Lösung 
Anschließend wurde mit Aqua dest. auf 10 ml aufgefüllt 
und 0,1 ml Orange G to dye zugegeben. Zuletzt wurde 
die Lösung steril filtriert, aliquotiert (à 500 µl) und bei -
20 °C eingefroren. 
Paraformaldehyd (PFA)-
Lösung (4 %) 
4 g PFA wurden bei 60 °C in 50 ml VE-Wasser gelöst. 
Dabei wurden 2 Tropfen (= ca. 75 µl) NaOH (1 M) zu-
gegeben. Wenn die Lösung klar geworden war, wurden 
50 ml 2 x konzentrierter Sørensen-Puffer zugesetzt. 
Nach Abkühlen der Lösung wurde der pH mit Indika-
torpapier überprüft (pH 7,4). 
PBS/BSA/Azid In 20 ml PBS wurden gelöst: 
● 0,2 g BSA 
● 0,02 g NaN3
phosphate buffered saline  
(PBS) (1x)-Gebrauchslösung 
Die Stammlösung wurde 1:10 mit VE-Wasser verdünnt 
und auf pH 7,2 eingestellt. 
PBS (10x) 
Stammlösung 
In 1 l VE-Wasser wurden gelöst:  
● 80 g NaCl (1,37 M) 
● 2 g KCl (27 mM) 
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● 2 g KH2PO4 (15 mM) 
● 14,24 g Na2HPO4·2 H2O (80 mM)   
Percolllösung Für 2 Ansätze à 14 ml wurden gemischt: 
● 8,8 ml H2O 
● 2,8 ml 1,5 M NaCl 
● 16,4 ml Percoll 
● 60 µl 1 M HCl 
Peroxidasesubstratlösung  1 Tablette (1 mg 3,3-Diaminobenzidin (DAB)) wurde in 
20 ml TBS gelöst. 1 ml Aliquots wurden bei -20 °C 
eingefroren. 
Vor Gebrauch:  
10 µl einer 1,2 %igen Wasserstoffperoxidlösung wur-
den zu 1 ml DAB-Lösung gegeben, so dass sich ein 
Endkonzentration von 0,012 % Wasserstoffperoxid er-
gab. 
Probenpuffer (vollständig) Gemischt wurden:  
● 0,625 ml 1 M Tris HCl (pH 6,8) 
● 1 ml Glyzerin 
● 2,3 ml 10 %ige SDS-Stammlösung 
● 0,4 ml 2-Mercaptoethanol 
● 5,675 ml Aqua ad inj. 
Zusätzlich wurde eine Protease-Inhibitortablette zuge-
geben. 
Probenpuffer I In Probenpuffer I erfolgte die Proteinbestimmung (siehe 
2.2.3.1). Er enthielt im Gegensatz zum o.g. Probenpuf-
fer weder 2-Mercaptoethanol, noch Glyzerin. Vor der 
Gelelektrophorese wurde Probenpuffer II zugegeben, 
der 2-Mercaptoethanol und Glyzerin enthielt.  
Gemischt wurden: 
● 0,625 ml Tris HCl (pH 6,8) 
● 2,3 ml SDS (10 %) 
● 7,075 ml Aqua ad inj. 
● 1 Protease-Inhibitortablette 
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Probenpuffer II Er enthielt Glyzerin und 2-Mercaptoethanol. Gemischt 
wurden: 
● 0,625 ml Tris HCl (pH 6,8) 
● 4 ml Glyzerin 
● 2,3 ml SDS (10 %) 
● 1,6 ml 2-Mercaptoethanol 
● 1,475 ml Aqua ad inj. 
● 1 Protease-Inhibitortablette 
Dieser Puffer wurde nach der Proteinbestimmung zuge-
geben. Es galt: 
3 x Probenpuffer I + 1x Probenpuffer II = Probenpuffer 
Proteaselösung Pro eingewogenes mg Protease wurden 2 ml Tris buffe-
red saline (TBS) zugegeben. 
Sammelgelpuffer 6,06 g Tris Base wurden in 70 ml Aqua ad inj. gelöst 
und mit 1 n HCl auf pH 6,8 eingestellt. 4 ml 10 %ige 
SDS-Stammlösung wurden dazuzugeben, bevor mit 
Aqua ad inj. auf 100 ml aufgefüllt wurde. 
Sørensen-Puffer (2x) In 500 ml VE-Wasser wurden gelöst: 
● 3,08 g NaH2PO4·2H2O  
● 14,3 g Na2HPO4·2H2O  
Subtratlösung der alkalischen 
Phosphatase 
Gemischt wurden : 
● 1 mg Fast Blue BB  
    resp. 1 mg Fast Red in 
● 1 ml Naphtol AS-MX-Phosphat-Puffer mit 1mM   
    Levamisol 
SDS-Stammlösung (10 %) 10 g Natriumdodecyl-Sulfat (SDS, Sodiumdodecylsul-
fate) wurden in 100 ml VE-Wasser gelöst. 
Stripping-Puffer 31,2 ml Tris HCl-Lösung (1 M, pH 6,8) und 3,47 ml 2-
Mercaptoethanol wurden zu 100 ml SDS-Lösung (10 
%) gegeben.  
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TAE-Lösung 50x In 100 ml EDTA-Lösung (0,5 M) (pH 8), wurden 242 g 
Tris Base gelöst und 57,1 ml Essigsäure zugegeben. 
Zuletzt wurde mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt. 
TBS  6,05 g (50 mmol) Tris Base und 9 g (154 mmol) NaCl 
wurden in 900 ml VE-Wasser gelöst. Es wurde auf pH 
7,6 eingestellt (ca. 5 ml 5 % HCl) und mit VE-Wasser 
auf  1 l aufgefüllt. 
Trenngelpuffer 18,16 g Tris Base, in 70 ml Aqua ad inj. gelöst, wurden 
mit 1 n HCl auf pH 8,8 eingestellt. Nach Zugabe von 4 
ml 10 %iger SDS-Stammlösung wurde auf 100 ml 
aufgefüllt, so dass sich eine 15 M Tris-Lösung ergab. 
0,1 M Tris HCl-Puffer        
(pH 8,2) 
12,1 g Tris Base wurden in 800 ml VE-Wasser gelöst 
und mit 1 n HCl auf pH 8,2 eingestellt. Dann wurde auf  
1 l aufgefüllt. 
1 M Tris HCl-Puffer           
(pH 6,8) 
1,576 g Tris HCl wurden in 10 ml VE-Wasser gelöst 
und mit ca. 800 µl 1 n NaOH auf pH 6,8 eingestellt. 
Zitratpuffer 2,1 g Zitronensäure-Monohydrat (0,01 M) wurden in 
900 ml VE-Wasser gelöst und mit NaOH-Lösung auf 
pH 6,0 eingestellt. Anschließend wurde mit VE-Wasser 
auf 1 l Lösung aufgefüllt. 
 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Transplantation 
2.2.1.1 Versuchstiere 
Männliche LEW- und DA-Ratten der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) und 
des Zentralen Tierlabors der Medizinischen Hochschule Hannover (Deutschland) dienten als 
Versuchstiere. Sowohl die Versorgung der Tiere, als auch die Experimente wurden nach dem 
Deutschen Tierschutzgesetz und den Richtlinien des National Institute of Health (NIH)  
durchgeführt. Für die Nierentransplantation mussten die Tiere ein Gewicht von 250-300 g 
aufweisen.  
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Für die allogenen Nierentransplantationen wurden DA-Nieren in LEW-Ratten implantiert. 
Die isogenen Transplantationen von LEW-Nieren in LEW-Ratten dienten als Kontrollgruppe. 
Weiterhin wurden Nieren unbehandelter LEW-Ratten als Kontrollen verwendet. 
 
2.2.1.2 Transplantation von Rattennieren 
Die Nierentransplantationen wurden im Wesentlichen nach der von Fabre et al. etablierten 
Methode freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Grau durchgeführt (38). 
Sowohl die Transplantatspender (LEW oder DA), als auch die Empfänger (LEW) erhielten 
präoperativ 1,1 µl Nembutal pro g Körpergewicht (entsprechend 66 µg Pentobarbital). Das 
Narkotikum wurde intraperitoneal appliziert. Die Spender wurden zusätzlich heparinisiert. Im 
1. Schritt erfolgte die Entnahme der linken Niere des Empfängers. Die linke Niere des hepari-
nisierten Spenders wurde orthotop implantiert. Es erfolgte schrittweise die End-zu-End-
Anastomose der Blutgefäße mit je neun Stichen Ethilon 10-0. Zur Reduktion der warmen  
Ischämiezeit (stets < 30 min) wurde der Blutfluß wieder hergestellt, bevor die Ureteranasto-
mose mit vier Stichen Ethilon 11-0 durchgeführt wurde. Vor der kontralateralen Nephrekto-
mie des Empfängers erfolgte die Ligation der Nierenarterie und -vene sowie des Ureters mit 
Handseide 6-0. 
Um postoperativen Infekten vorzubeugen, erhielten die frisch transplantierten Tiere 300 µl 
Ampicillin intraperitoneal. Auf eine immunsuppressive Behandlung wurde verzichtet. 
 
2.2.1.3 Organperfusion 
Die Perfusion des Gefäßsystems des Transplantates erfolgte am 4. Tag post operationem. Die 
Tiere wurden betäubt und heparinisiert. Die Perfusion der Niere wurde mit 100 ml eiskaltem 
calcium- und magnesiumfreiem PBS durchgeführt, das zusätzlich EDTA (27 mM) und 0,1 % 
BSA enthielt (59). Die Applikation dieser Lösung erfolgte durch die Aorta. Das Perfusat wur-
de mittels eines Katheters in der Vena cava inferior auf Eis aufgefangen. 
 
2.2.1.4 Zellaufreinigung 
Das Perfusat wurde bei 500 g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurden die 
Zellen in 5 ml (isogenes Nierentransplantat) bzw. 10 ml (allogenes Nierentransplantat) 
PBS/BSA resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (59). 
Für die Dichtegradientenzentrifugation wurden die Zellen mit 25 ml (isogenes Nierentrans-
plantat) bzw. 100 ml (allogenes Nierentransplantat) PBS vermischt. 25 ml Lösung wurden auf 
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jeweils einen Percollgradienten (Dichte 1,082) aufgetragen und für 30 min bei 500 g und 4 °C 
zentrifugiert. Für Zellen aus isogenen Nierentransplantaten wurden ein, für Zellen aus alloge-
nen Nierentransplantaten 4 Gradienten à 14 ml verwendet. Die Zellen der Interphase wurden 
in 50 ml PBS aufgenommen und 15 min zentrifugiert (500 g, 4 °C). Nach Abpipettieren des 
Überstandes wurden die Zellen des entstandenen pellets in PBS, dem 0,1 % BSA zugesetzt 
wurde, resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt und 5 · 106 Zellen wurden in flüssigem 
Stickstoff tiefgefroren. 
 
2.2.1.5 Fixierung 
Nach der Organentnahme wurden die Nieren mit einer Klinge so quergeschnitten, dass die ca. 
3 mm dicken Scheiben sowohl Pelvis renalis, als auch Hilum der Niere mit umfassten. Für   
24 h wurden die Objekte in frisch dissoziiertem, gepuffertem Paraformaldehyd (4 % in Søren-
senpuffer) fixiert. Danach wurden sie für 1 Tag in Sørensenpuffer (1x) gewaschen. Am Tag 3 
wurden die Gewebestücke für 30 min in 50 %igem Isopropanol, danach dreimal in 70 %igem 
Isopropanol belassen. 
 
2.2.1.6 Einbettung der Nierentransplantate 
Nach der Fixierung wurden die Präparate in eine Einbettkammer geklemmt und für je 1 h bei 
RT in 96 % Isopropanol und zweimal in 100 % Isopropanol überführt. Unter dem Abzug er-
folgte für je 1 h (RT) die Inkubation in 25 % Rotihistol (+ 75 % Isopropanol), 50 % Rotihistol 
(+ 50 % Isopropanol), 75 % Rotihistol (+ 25 % Isopropanol) und zuletzt in 100 % Rotihistol. 
Die Präparate wurden danach in 60 °C warmes, geschmolzenes Paraffin überführt, welches 
nach 2 h gewechselt wurde, und darin ü.N. inkubiert. 
 
2.2.2 Immunhistochemie 
2.2.2.1 Silanisierung der Objektträger 
Die Silanisierung ermöglicht ein besseres Haften der Paraffinschnitte auf den Objektträgern. 
Sie umfasste die folgenden Schritte: 
 
1.) Über Nacht (ü.N.) in 5 % HCl 
2.) 5 min in VE-Wasser 
3.) 5 min in 100 % Ethanol 
4.) 30 min trocknen bei Raumtemperatur (RT) 
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5.) 5 min in 2 % Silan in Aceton 
6.) ü.N. trocknen bei 42 °C. 
 
2.2.2.2 Anfertigung der Schnitte und Entparaffinierung 
Von den in Paraffin eingebetteten Nieren wurden 5 µm dicke Schnitte gefertigt. Je 2 Schnitte 
wurden pro silaninisiertem Objektträger aufgebracht und ü.N. bei 42 °C getrocknet. Die Ent-
paraffinierung erfolgte nach folgendem Schema: 
 
1.) 3 x je 10 min in Xylol 
2.) 2 x je 3 min in 100 % Isopropanol 
3.) 3 min in 80 % Isopropanol 
4.) 3 min in 70 % Isopropanol 
5.) 3 min in 50 % Isopropanol 
6.) 3 min in VE-Wasser 
7.) 3 min (bei Bedarf länger) in TBS 
 
2.2.2.3  Einzelfärbungen 
In dieser Arbeit wurde das EnVision-System für den immunhistochemischen Nachweis ver-
schiedener Antigene verwendet. Die entsprechenden Antikörper sind in Tab. 1 aufgeführt. 
  
Antikörper Klonalität Spezies Verdünnung Inkubationsbedingungen
anti-CHT1 (98) polyklonal Kaninchen 1:4000 ü.N., 4 °C 
anti-cChAT (123) polyklonal Kaninchen 1:6000 ü.N., 4 °C 
anti-pChAT (123) polyklonal Kaninchen 1:8000 ü.N., 4 °C 
ED1 (30) monoklonal Maus 1:2000 2 h, RT 
Tab. 1: Antikörper und Reaktionsbedingungen für die immunhistochemischen Färbungen. 
 
Nach der Entparaffinierung (2.2.2.2) erfolgte die Antigendemaskierung mit 50 µl Proteaselö-
sung (2.1.3). Nach 15 min bei RT wurde die Enzymlösung mit PBS abgespült. Für je 2 min 
wurden die Objekte in PBS gewaschen. Um endogene Peroxidaseaktivität zu blockieren, wur-
den die Schnitte 30 min bei RT in 1 % Wasserstoffperoxidlösung inkubiert (3,3 ml 30 % 
Wasserstoffperoxid auf 96,7 ml PBS). Wasserstoffperoxid wurde durch dreimaliges Waschen 
in PBS für je 2 min entfernt. Um ein Zusammenfließen der Lösungen zu verhindern, wurde 
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jeder Schnitt vorher mit einem hydrophoben UHU-Ring (1 g UHU auf 4 ml Aceton) umkreist. 
Anschließend wurden je 50 µl PBS/BSA/Azid aufgebracht.  
40 µl der Primärantikörperlösung (Antikörper in PBS/BSA/Azid verdünnt) wurden auf den 
jeweiligen Organschnitt gebracht. Die Inkubationszeiten und -temperaturen variierten je nach 
verwendetem Antikörper. Sie sind in Tab. 1 aufgeführt. Nach Ablauf der Inkubationszeit 
wurden überschüssige Antikörper durch dreimaliges Abspülen mit PBS entfernt. Im Folgen-
den wurden 40 µl des EnVision+®System Labelled Polymer-HRP bzw. -AP-
Detektionssystems aufgebracht. Dabei handelt es sich um Polymere, die mit anti-Ig-
Antikörpern und Peroxidase (HRP) oder alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert sind (siehe 
Abb. 6). 
 
 Abb. 6: EnVision-System (Education Guide Immunohistochemical Stai
tomation, S.83, 2006) 
 
Beim Nachweis von Maus-Primärantikörpern ist zu beachte
auch Rattenantikörper des Organschnittes erkennen würde,
malrattenserum zu verhindern ist. Nach 30 min Inkubations
Polymer durch dreimaliges Waschen mit TBS bei HRP-Nac
bei Alkalische Phosphatase (AP)-Nachweis entfernt. Zum 
eine entsprechende Peroxidasesubstratlösung aufgebracht. I
tionszeit wurde das Substrat umgesetzt. Es ergab sich eine
DAB* wurde durch dreimaliges Abspülen der Objektträger m
Zum Nachweis wurde die Fast Blue- oder Fast Red-enthalte
bracht. Je 100 µl Substratlösung wurde auf den Schnitt gege
RT und Dunkelheit wurde dreimal mit PBS abgespült. Die
mit PBS gestellt.  
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2.2.2.4 Doppelfärbungen 
Um zu prüfen, ob CHT1, cChAT und pChAT von intravasalen Monozyten exprimiert werden, 
wurden Doppelfärbungen durchgeführt. Dabei wurden neben den entsprechenden Antikörpern 
gegen CHT1, cChAT oder pChAT ein Antikörper gegen das monozyten-
/makrophagenspezifische CD68-artige Antigen (ED1) eingesetzt. 
Die Färbungen sind unter 2.2.2.3 beschrieben. Nach der ersten Färbung wurden die Objekt-
träger in Zitratpuffer gebracht und 15 min im Dampfkochtopf gekocht. Nach Abkühlen wur-
den sie dreimal je 2 min mit PBS gespült. Für Doppelfärbungen erfolgte zuerst der Nachweis 
des anti-CHT1-, bzw. anti-cChAT und anti-pChAT-Antikörpers. Anschließend wurde mit 
dem monozyten-/makrophagenspezifischen Antikörper ED1 gefärbt. 
 
2.2.2.5 Nachweis der Spezifität der immunhistologischen Färbung   
Die Spezifität der immunhistochemischen Färbung mit anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-
pChAT-Antikörpern wurde mit Hilfe eines Kompetitionsexperimentes getestet, in dem die 
spezifischen Peptide eingesetzt wurden, die auch zur Immunisierung verwendet worden waren 
(Pineda-Antikörper-Service, Berlin). 
Je 1, 5, 10 und 20 µl Peptidstammlösung (1 µg Peptid/µl) wurden in verschiedenen Ansätzen 
mit 100 µl Primärantikörperlösung aufgefüllt und auf die jeweiligen Schnitte gebracht. Wäh-
rend 1 h Inkubationszeit bei RT konkurrieren diese spezifischen Peptide und die Antigene des 
Schnittes um die Primärantikörper. Ein Parallelansatz mit gleicher Antikörperverdünnung 
ohne Peptidzugabe diente als Kontrolle. Bei Spezifität der Antikörper fällt die Färbung deut-
lich schwächer aus als bei Färbungen ohne Peptidzugabe.  
Sind auch bei Zugabe von 200 µg Peptid/ml Primärantikörperlösung noch Färbungen zu se-
hen, ist die Antikörperbindung als unspezifisch anzusehen. 
 
2.2.2.6 Gegenfärbung und Eindecken der Schnitte 
Die Gegenfärbung wurde mit 1:10 verdünnter Hämalaunlösung für 90 s durchgeführt. Nach 
dreimaligem Spülen in VE-Wasser wurden die Schnitte für 3 min in Leitungswasser gebläut. 
Danach wurde erneut dreimal in VE-Wasser abgewaschen. 
 
a)     Schnitte, die mit DAB als Substrat gefärbt wurden, können vor dem Eindecken       
        entwässert werden. Dies erfolgt nach folgendem Schema: 
                 1.) 3 min VE-Wasser 
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                 2.) 3 min 50 % Isopropanol 
                 3.) 3 min 70 % Isopropanol 
                 4.) 3 min 80 % Isopropanol 
                 5.) 3 min 90 % Isopropanol 
                 6.) 3 min 100 % Isopropanol 
                 7.) 2 x 3 min Xylol 
        Eindecken erfolgte mit Pertex. 
b)    Das alkohollösliche Produkt machte eine Entwässerung bei AP-Nachweis unsinnig. Die 
Schnitte wurden für mehrere Stunden in PBS belassen, um nicht umgesetztes Substrat 
zu entfernen. Dann erfolgte das Eindecken mit Glycergel. 
 
 
2.2.3 Proteinbiochemie 
2.2.3.1 Probenaufbereitung 
Um mit den Proben Gelelektrophoresen durchführen zu können, wurde den eingeforenen mo-
nonukleären Leukozyten Probenpuffer zugesetzt. Vor der Gelelektrophorese wurde eine Pro-
teinquantifizierung durchgeführt. Weil Mercaptoethanol und Glyzerin die  Proteingehaltsbe-
stimmung verfälschen, wurden die in flüssigem Stickstoff eingefrorenen Leukozyten zunächst 
in glyzerin- und mercaptoethanolfreiem Probenpuffer I lysiert, 5 min im Wasserbad bei 95 °C 
belassen und anschließend bei 1000 g für 5 min zentrifugiert. Dieses Lysat wurde zur Protein-
gehaltsbestimmung eingesetzt. Vor der Gelelektrophorese wurde dann glyzerin- und mercap-
toethanolhaltiger Probenpuffer II zugesetzt. 
 
2.2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes 
Die Bestimmung des Proteingehaltes wurde mit Hilfe des Micro BCA™ Protein Assay Rea-
gent Kits durchgeführt. Die Methode beruht auf dem Vergleich von Absorptionswerten der 
Proben mit denen einer Verdünnungsreihe eines Standardproteins. Aus der Absorption der 
unbekannten Proben kann auf ihren Proteingehalt rückgeschlossen werden. Gemäß den Anga-
ben des Herstellers wurde aus 50 mg Albumin Standard (BSA) eine Standardverdünnungsrei-
he angefertigt. Je 5 µl der Proben, sowie der Standardverdünnungsreihe wurden mit 45 µl 
Probenpuffer I verdünnt. Anschließend erfolgte eine Verdünnung 1:50 mit NaCl-Lösung 0,9 
%. Als interne Kontrolle wurden von den Lysaten zusätzlich 1:2-Verdünnungen erstellt. Die 
weitere Durchführung ist der Anleitung des Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kits zu ent-
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nehmen. Die Absorptionsmessungen wurden mit Hilfe des Plattenspektralphotometers durch-
geführt und mit der AlphaDigiDoc-Software die Proteingehalte der Lysate berechnet. Aus je 3 
gleichen Ansätzen wurde der Mittelwert ermittelt. 
 
2.2.3.3 SDS-Gelelektrophorese 
Die SDS-Gelelektrophorese dient der Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen. Die Pro-
teine werden  zunächst mit einem negativ geladenen Detergens SDS behandelt. Dieses 
Amphoter interagiert sowohl mit hydrophoben, als auch mit ionischen Proteinbezirken und 
bewirkt eine Entfaltung des Moleküls. Außerdem erhält das Protein eine stark negative La-
dung. Im elektrischen Feld trennen sich die Proteine dadurch nach ihrem Molekulargewicht 
auf. Je nach dem Molekulargewicht des untersuchten Antigens wurden 12 %ige oder 10 %ige 
Trenngele gegossen. Die Zusammensetzung der Trenngele ist in Tab. 2 aufgeführt. 
 
 10 % Acrylamid 12 % Acrylamid 
H2O ad inj. 1,83 ml 1,49 ml 
Trenngelpuffer 1,08 ml 1,076 ml 
Acrylamidlösung 1,46 ml 1,76 ml 
Ammoniumperoxidisulfat-Lösung 7,7 µl 7,7 µl 
TEMED 3 µl 3 µl 
Tab. 2: Rezepte zur Herstellung von 10 %igen und 12 %igen SDS-Trenngelen 
 
3,5 ml Trenngel werden in die Kammer gebracht und mit Aqua ad inj. überschichtet. Nach 
40-60 min bei RT war das Gel auspolymerisiert. Das Sammelgel wurde aufgebracht und ein 
Kamm zur Bildung von Probentaschen eingesetzt. Zur Rezeptur des Sammelgels siehe Tab. 3. 
 H2O ad inj. 1,35 ml 
Sammelgelpuffer 790 µl 
Acrylamidlösung 652 µl 
Ammoniumperoxidisulfat-Lösung 5,6 µl 
TEMED 2,25 µl 
 
 
 
 
 
 
Tab. 3: Rezept zur Herstellung von SDS-Sammelgelen. 
 
Nach ca. 30 min bei RT konnte der Kamm entfernt werden. Die Probentaschen wurden mit 
Laufpuffer gespült und freigesaugt. Anschließend erfolgte der Zusammenbau der Apparatur. 
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Die Kammer wurde mit Laufpuffer gefüllt. Proben aus isogenen und allogenen Nierentrans-
plantaten wurden in die Probentaschen pipettiert. Je 15 µg Protein, entsprechend 10 µl Puffer-
lösung, wurden aufgetragen. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde in eine Probentasche 
ein farbiger Molekulargewichtsmarker eingebracht. Nach Beschicken der Taschen wurde 1 h 
bei 15 mA die Elektrophorese durchgeführt.  
 
2.2.3.4 Blotting 
Unter Blotting versteht man das Übertragen der aufgetrennten Proteine vom SDS-Gel auf eine 
Membran. Vor dem Blotting wurde das Gel 15 min in Blottingpuffer äquilibriert. Die Blot-
tingmembran wurde 15 s in Methanol und 15 min in Blottingpuffer gebracht. Die Proteine 
wurden 2 h bei 90 mA vom Gel auf die Blottingmembran übertragen. Die Vollständigkeit der 
Proteinübertragung auf die Membran kann durch anschließende „Coomassie“-Färbung des 
Gels überprüft werden. Die Membranstreifen wurden 2 x kurz in PBS gewaschen und 1 h auf 
dem Rüttler bei RT abgesättigt (siehe Tab. 4), um die restlichen Proteinbindungsstellen des 
Blottingmembran zu blockieren und eine unspezifische Antikörperbindung zu verhindern. 
Nach Zugabe des Primärantikörpers wurde ü.N. bei 4 °C inkubiert. Die eingesetzten Antikör-
per sind Tab. 1 zu entnehmen. Dann wurden die Blots 30 min bei RT bewegt. Nach viermali-
gem Waschen in PBS mit 0,2 % Tween 20 wurde der HRP-konjugierte Sekundärantikörper 
zugesetzt und 1 h bei RT unter Schütteln inkubiert. Erneut wurde dreimal  für je 10 min in 
PBS mit 0,2 % Tween 20 und zweimal 5 min in TBS (pH 7,6) gewaschen.  Schließlich erfolg-
te der Nachweis der gebundenen HRP mit dem SuperSignal® WestPico Chemiluminescent 
Substrate. Die Zusammensetzung und Konzentrationen der Absättigungslösungen, der   Pri-
märantikörperlösungen und der Sekundärantikörperlösungen unterschieden sich je nach dem 
zu detektierenden Antigen. Die Bedingungen sind in der folgenden Tab. dargestellt: 
Antigen Absättigungslösung Primärantikörper Sekundärantikörper
CHT1 TTBS + 5 % Milchpulver 1:5000 in TTBS + 5 % 
Milchpulver 
1:5000 in TTBS + 5 % 
Milchpulver 
cChAT TPBS + 5 % Milchpulver 1:2000 in TPBS + 5 % 
Milchpulver 
1:5000 in TPBS + 2,5 % 
Milchpulver 
pChAT TTBS + 10 % Milchpulver 1:2000 in TTBS + 5 % 
Milchpulver 
1:5000 in TTBS + 2,5 % 
Milchpulver 
Tab. 4: Reaktionsbedingungen für CHT1, cChAT und pChAT im Westernblot. TTBS=TBS+Tween 0,1 %, 
TPBS=PBS+Tween 0,1 % 
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2.2.3.5. Statistische Auswertung der Westernblot-Experimente 
Nach Einscannen der Blots erfolgte die densitometrische Auswertung der Banden mittels 
AlphaEase-Software. Anschließend wurden die Unterschiede zwischen Proben aus isogenen 
und allogenen Transplantaten mit Hilfe des Mann-Whitney-Rangsummentests statistisch aus-
gewertet und als Boxplot-Diagramm dargestellt. Für die statistische Auswertung wurden der 
Mittelwert der Densitometriewerte der Proben aus isogenen Transplantaten 1 gesetzt und die 
einzelnen Werte der Proben aus allogenen Transplantaten relativ dazu berechnet.  
 
 
2.2.4 Nachweis und Quantifizierung von mRNA in intravasalen, mono-
nukleären Leukozyten 
2.2.4.1 RNA-Isolierung 
Die durch Perfusion (2.2.1.3) und Dichtegradientenzentrifugation erhaltenen intravaskulären, 
mononukleären Leukozyten wurden mit Hilfe der PCR auf ihre mRNA-Expression unter-
sucht. Für die RNA-Isolierung aus je 5 x 106 Zellen wurde das RNeasy Mini Kit verwendet. 
Sie erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 
Die Menge der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt. 
 
2.2.4.2 Synthese von komplementärer DNA (cDNA) 
Voraussetzung für die Durchführung einer PCR (2.2.4.3) ist das Vorhandensein einer DNA-
Matrize. Zur Vermehrung und Quantifizierung einer spezifischen mRNA-Sequenz einer Zelle 
ist deshalb vor der PCR das Umschreiben der mRNA in cDNA nötig. Die Kombination aus 
cDNA-Synthese und anschließender PCR wird reverse transcription-PCR (RT-PCR) genannt. 
Nach der RNA-Isolierung wurde das Volumen der RNA-Lösung mit Hilfe der SpeedVac auf 
8 µl reduziert, mit 1 µl DNAse Puffer und 1 µl DNAse I versetzt, um mögliche DNA-
Kontaminationen zu entfernen. Während 15 min bei 25 °C erfolgte der Verdau der DNA. 
Nach Zugabe von 1 µl 25 mM EDTA und Erwärmen auf 65 °C für 10 min, wurden 1 µl Oli-
go-DTs und 1 µl Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) zugegeben. Letztere stellen Substrate 
für die reverse Transkriptase dar. Nach weiteren 5 min bei 65 °C wurde der Reaktionsansatz 
abgekühlt und 3 min die Temperatur bei 4 °C gehalten. 4 µl 5x first strand buffer und 2 µl   
0,1 M Dithiothreitol (DTT) wurden zugegeben, um den RNA-Strang zu stabilisieren. Es wur-
de auf 42 °C erwärmt und diese Temperatur 2 min gehalten. Dann wurde 1 µl SuperScript™ 
II Reverse Transcriptase zugegeben. Bei 42 °C, dem Temperaturoptimum des Syntheseen-
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zyms, erfolgte die Synthese der cDNA für 50 min, bevor für 15 min auf 70 °C erhitzt wurde. 
Zur besseren Übersichtlichkeit ist der Versuchsablauf in Tab. 5 dargestellt: 
 
 5 min bei 65 °C 
3 min bei 4 °C 
8 µl RNA + H2O 
1 µl DNAse-Puffer 
1 µl DNAse I 
1.) 
15 min bei 25 °C  
4 µl 5 x first strand buffer 
2 µl DTT, 0,1 M 
1 µl EDTA  
4.) 
2 min bei 42 °C 2.) 
10 min bei 65 °C 1 µl Superscript-RT 
3.) 1 µl Oligo-DT 
1 µl dNTP 
 
5.) 
50 min bei 42 °C 
15 min bei 70 °C 
Tab. 5: Versuchsprotokoll zur Durchführung der reversen Transkription. 
 
2.2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR dient der exponentiellen Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte in vitro, bei der 
pro Reaktionszyklus eine Verdopplung der Abschnitte erfolgt. Der benötigte Ansatz enthält 
neben Reaktionspuffern freie dNTPs, thermostabile DNA-Polymerase, MgCl2-Lösung        
(25 mM) und zwei synthetisch hergestellte Oligonukleotide (forward- und reverse-Primer), 
die die Zielsequenz flankieren. Grundsätzlich erfolgen bei jedem PCR-Zyklus drei Einzel-
schritte: 
1.) Denaturierung 
Bei 94 °C kommt es zur Trennung der DNA in Einzelstränge. 
2.) Primeranlagerung (annealing) 
Die Primer dienen als Startpunkt für die DNA-Synthese und binden in Abhängigkeit 
ihres mittleren Schmelzpunktes (TM-Wert) an die komplementäre Einzelstrangse-
quenz.  
3.) Extension 
Die hitzestabile Taq-Polymerase (aus Thermophilus aquaticus) synthetisiert DNA 
vom jeweiligen Primer ausgehend komplementär zur Einzelstrangmatrize. Dabei syn-
thetisiert sie in 5´-3´-Richtung durch Hinzufügen von freien Nucleotiden. Pro Zyklus 
entstehen Kopien der vorhandenen DNA-Sequenzen. In dieser Arbeit wurde eine Ex-
tensionstemperatur von 73 °C verwendet. 
Die Primer, Genbanknummern, Produktlängen und Reaktionsbedingungen sind im Folgenden 
dargestellt. Die Primersynthese erfolgte durch die Fa. MWG-Biotech (Ebersberg). 
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Primer Sequenz (5´-3´) Reaktionsbedingungen    
    Accession-Nummer MgCl2 Annealing Produktlänge
GAPDH for CGTCTTCACCACCATGGAGA 
GAPDH rev CGGCCATCACGCCACAGCTT 
AF199235 2 mM 60 °C 299 bp 
cChAT 1 for CGTGGCCTGCTGCAACCAGTTCTT 
cChAT 1 rev TGGTCACACACCACACCGCAGGT 
XM_224626.4 1,5 mM 60 °C 416 bp 
cChAT 2 for TGGATGGTCCAGGCACAGGAGAGC 
cChAT 2 rev GTCATACCAGCGATTGGCTCCGTTCAG 
XM_224626.4 1,5 mM 60 °C 101 bp 
pChAT 1 for GCAGCACTTCCAAGACACC 
pChAT 1 rev GTCGGGGCTGTATTTCTGC 
XM_224626.4 2 mM 59 °C 296 bp 
pChAT 2 for GATTTGCAGCCTGCCTCA 
pChAT 2 rev ATGGCCTTGGGTTTCTGG 
XM_224626.4 1,5 mM 56 °C 150 bp 
CHT1 for  CAAGACCAAGGAGGAAGCCAG 
CHT1 rev  GCAAACATGGAACTTGCTGA 
AB030947 1,5 mM 62 °C 150 bp 
Tab. 6: Primer- und Reaktionsbedingungen für die qualitative PCR; (for=forward, rev=reverse). 
 
2.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten im elektrischen 
Feld. Agarose wirkt wie ein Molekularsieb. Die gewählte Agarosekonzentration beeinflusst  
die Porenweite und somit entscheidend die Auftrennung der DNA-Fragmente im Gel. Eine 
hohe Konzentration bedeutet eine enge Porenweite und korreliert mit einer langsameren 
Wanderung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld. Für den Nachweis von CHT1-, 
cChAT- und pChAT-Amplifikaten wurde eine Agarosekonzentration von 1,2 % gewählt. 100 
ml TAE-Puffer wurden dazu mit 1,2 g Agarose versetzt und in der Mikrowelle zum Kochen 
gebracht. Es wurden 1 µl Ethidiumbromid 1 % zugesetzt. Nach Verrühren des Ethidiumbro-
mids konnte die Abkühlung und Härtung des Gels im Gelschlitten erfolgen (ca. 15 min). Den 
PCR-Produkten wurde pro 5 µl Probe 1 µl Orange G to dye Farbstofflösung zugesetzt. Die 
Geltaschen wurden dann mit je 12 µl beschickt. Gleichzeitig wurden 10 µl eines Molekular-
gewichtsstandards in eine Tasche gebracht. In TAE Puffer erfolgte dann bei 100 V die Auf-
trennung für ca. 20-30 min. Mit Hilfe von UV-Licht (322 nm) wurden die Banden sichtbar 
gemacht und mit einer Sofortbildkamera dokumentiert. 
 
2.2.4.5 Sequenzierung der PCR-Produkte 
Die Sequenzierung des PCR-Produkts wurde von der MWG-Biotech AG durchgeführt. Vor-
her musste die Extraktion des PCR-Produktes aus dem Agarosegel erfolgen. Dazu wurde  die 
entsprechende Bande im UV-Licht mit einem Skalpel ausgeschnitten und die DNA mit dem 
im QIAquick Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Immunhistochemischer Nachweis von CHT1, cChAT und     
      pChAT  
3.1.1 Unbehandelte Nieren  
Die CHT1-, cChAT- und pChAT-Proteinexpression wurde mit Hilfe immunhistochemischer 
Färbungen in unbehandelten Nieren von LEW-Ratten (n=3) untersucht. In Kontrollschnitten, 
bei denen der Primärantikörper nicht aufgetragen wurde, zeigte sich keine Färbung. Da sich 
für alle drei verwendeten Antikörper sehr ähnliche Färbemuster ergaben, sind exemplarisch in 
Abb. 7 Färbungen mit anti-pChAT-Antikörpern gezeigt. 
                      
A                                                  B 
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C                                                  D 
Abb. 7: Färbung einer LEW-Kontrollniere (Paraffinschnitt, pChAT-Nachweis mit einem Peroxidase-
gekoppelten Nachweissystem in braun; Hämalaun-Gegenfärbung)  
A: Neben einer nahezu ubiquitär vorkommenden Braunfärbung sind v.a. Glomeruli deutlich positiv für pChAT 
Einige Tubuli sind intensiv gefärbt. 
B: Glomerulum der Kontrollniere; einige Zellen des Glomerulums sind deutlich pChAT+. Intensiv gefärbte Tu-
buli lagern sich dem Gefäßpol des Glomerulum an (Pfeil). 
C: Intravasal zeigen sich nur wenige, ungefärbte Leukozyten. Das Gefäßendothel des abgebildeten venösen Ge-
fäßes ist ungefärbt, während die Arterie eine kräftige Braunfärbung aufweist. 
D: Auffallend ist die kräftige Urothelfärbung im Pelivs renalis, die apikal zunimmt.  
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Das nahezu ubiquitäre Vorkommen dieser Proteine lässt fast alle Bereiche des Organs bräun-
lich erscheinen. Es finden sich aber einige renale Strukturen mit stärkerer Färbung: Die Glo-
meruli weisen eine starke Färbung der Lamina visceralis der Bowmanschen Kapsel auf. Ein-
zelne nicht identifizierte Zellen im Glomerulum treten deutlich hervor. Das Tubulussystem ist 
unterschiedlich intensiv angefärbt. Nahe dem Gefäßpol der Glomeruli gelegene Tubuli er-
scheinen intensiv braun (Abb. 7B). Während kapilläres und venöses Endothel ungefärbt sind 
(Abb. 7C), erscheinen das Endothel und die Lamina muscularis der renalen Arterien tiefbraun 
(Abb. 7C); perivasales Bindegewebe ist ungefärbt. Bei der Betrachtung des Pelvis renalis fällt 
eine kräftige Färbung des Urothels auf. Die Intensität nimmt von basalen zu apikalen Urothel-
schichten hin zu (Abb. 7D). 
 
3.1.2 Isogen transplantierte Nieren 
Nach isogener Nierentransplantation wurde ein immunhistologischer Nachweis von CHT1, 
cChAT und pChAT in Tagesabständen vom 1. bis 6. postoperativen Tag geführt (jeweils 
n=1). Da diese Färbungen ein sehr ähnliches Bild zeigen, sind in Abb. 8A exemplarisch Fär-
bungen vom 4. Tag post transplantationem dargestellt. Als Kontrolle dienten Nierenschnitte, 
bei denen der Primärantikörper weg gelassen wurde. Bei diesen zeigte sich keinerlei Färbung. 
Färbungen isogen transplantierter Nieren mit anti-CHT1, anti-cChAT- und anti-pChAT-
Antikörpern zeigen - wie die der Kontrollnieren - gefärbte Glomeruli. Einige Tubuli weisen 
eine kräftige Braunfärbung auf. Einige (ca. 20 %) der intravasalen Leukozyten sind schwach 
cChAT+ und pChAT+. Mit anti-CHT1-Antikörpern ließen sich ca. 40 % der intravasalen Leu-
kozyten anfärben.  
 
3.1.3 Allogen transplantierte Nieren 
Immunhistologische Färbungen wurden in Tagesabständen am 1. bis 6. postoperativen Tag 
für allogene (n=3) Nierentransplantate durchgeführt. Kontrollen ohne Zugabe des Primäranti-
körpers wurde mitgeführt und wiesen keine Färbung auf. Wie bereits in der Einleitung be-
schrieben (vgl. 1.2.1), wird die akute Abstoßung allogener Nierentransplantate im Tiermodell 
dieser Arbeit in 3 Phasen unterteilt: 
In der 1. Phase (1. und 2. postoperativer Tag) ist histologisch kein Unterschied zwischen der 
isogenen und der allogenen Situation auszumachen. Es finden sich nur sehr wenige intravasa-
le Leukozyten und kleine perivaskuläre, leukozytäre Infiltrate.  
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Abb. 8B zeigt Färbungen allogen transplantierter Nieren mit anti-CHT1-, anti-cChAT und 
anti-pChAT-Antikörpern am 1. Tag post operationem. Es lassen sich die bereits für die Kon-
trollniere beschriebenen Strukturen des Nierenparenchyms mit allen Antikörpern anfärben.  
Im Vergleich zu isogen transplantierten Nieren findet sich eine leicht erhöhte Anzahl intrava-
saler Leukozyten (Abb. 8B weißer Pfeil). Wie beim isogenen Nierentransplantat, weisen ca. 
20 % der intravasalen Leukozyten eine Färbung mit anti-cChAT- und anti-pChAT-
Antikörpern auf. Der Anteil CHT1+ Leukozyten ist deutlich höher. 
In Abb. 8C und Abb. 8D ist die 2. Phase der akuten Transplantatabstoßung dargestellt. Sie 
umfasst den 3. und 4. Tag nach allogener Nierentransplantation: Histologisch findet sich eine 
massive Akkummulation von Leukozyten in den Gefäßen des Transplantates. Während die 
leukozytären Infiltrate am 3. Tag post transplantationem noch vorwiegend auf den perivasku-
lären Bereich beschränkt sind, breiten sie sich im weiteren Verlauf auf das gesamte Nierenin-
terstitium aus. Auch die Färbungen allogener Nierentransplantate mit anti-CHT1-, anti-
cChAT- und anti-pChAT-Antikörpern zeigen eine massive intravasale und perivaskuläre Ak-
kumulation immunopositiver Leukozyten. Die für die Kontrollniere typischen Strukturen las-
sen sich auch am 4. postoperativen Tag mit anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-pChAT-
Antikörpern anfärben. Neben der Leukozytenansammlung im Zentrum des Gefäßlumens fin-
den sich einige wandadhärente Leukozyten. Während am 3. postoperativen Tag ca. 80 % der 
intravasalen Leukozyten CHT1+, cChAT+ bzw. pChAT+ sind, weisen am 4. Tag der Trans-
plantatabstoßung intravasal nahezu alle Leukozyten eine Braunfärbung auf (weiße Pfeile). Die 
am 3. postoperativen Tag auftretenden perivaskulären Infiltrate enthalten ebenfalls CHT1+, 
cChAT+ bzw. pChAT+ Zellen. Einen Tag später ist das Niereninterstitium diffus von immu-
nopositiven Leukozyten durchsetzt. 
In der letzten Phase der akuten Nierentransplantatabstoßung (5. und 6. Tag nach allogener 
Nierentransplantation) sind zwar Strukturen wie Glomeruli und Tubuli noch abgrenzbar, wei-
sen aber bereits massive Destruktionen auf. Das Niereninterstitium ist komplett leukozytär 
durchsetzt. Wie am 4. Tag weisen auch am 5. und 6. Tag post transplantationem die infiltrie-
renden Leukozyten eine Braunfärbung auf.    
Am 5. und 6. postoperativen Tag finden sich große Mengen immunopositiver Leukozyten in 
den Venen des allogenen Nierentransplantates. Die Leukozyten sind deutlich vergrößert und 
polymorph (Abb. 8E weiße Pfeile). 
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Abb. 8: Immunhistochemische Färbungen zum 1.-6. postoperativen Tag (Paraffinschnitte, Antigennach-
weis mit einem Peroxidase-gekoppelten Nachweissystem in braun; Hämalaun-Gegenfärbung) 
(weiße Pfeile = intravasale mononukleäre Leukozyten) 
A) Färbungen eines isogenen Nierentransplantates am 4. postoperativen Tag. Die Schnitte mit Färbungen durch 
anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-pChAT-Antikörper zeigen morphologisch intaktes Gewebe. Die CHT1-, 
cChAT- bzw. pChAT-positiven Strukturen entsprechen denen der Kontrollnieren. Leukozytäre Infiltrate sind 
nicht auszumachen. Intravasal sind nur wenige Leukozyten schwach immunoreaktiv. 
B) Färbungen nach allogener Nierentransplantation am 1. Tag post operationem. Im Vergleich zur isogenen 
Nierentransplantation findet sich eine höhere Zahl intravasaler Leukozyten. Diese ließen sich nur leicht mit anti-
cChAT- und anti-pChAT-Antikörpern, jedoch kräftig mit anti-CHT1-Antikörpern anfärben. Unter den intravasa-
len Leukozyten finden sich noch viele ungefärbte Zellen.  
C) Nieren nach allogener Nierentransplantation am 3. postoperativen Tag. Die Niere ist in ihrer Struktur weit-
gehend intakt. Auffallend sind die Zunahme der intravasalen Leukozyten und die perivaskuläre leukozytäre 
Infiltration des Gewebes. Die meisten der intravasalen Leukozyten lassen sich durch anti-CHT1-, anti-cChAT- 
und anti-pChAT-Antikörper kräftig anfärben.   
D) Rattennieren am 4. Tag nach allogener Nierentransplantation (DA → LEW). Die schon bei der Kontrollniere 
gefärbten Strukturen weisen eine unverändert starke Färbung auf. Im Vergleich zum 3. postoperativen Tag neh-
men die leukozytären Infiltrate weiter zu und breiten sich in das gesamte Interstitium aus. Die Farbintensität der 
intravasalen, mononukleären Leukozyten nimmt deutlich zu.  
E) Rattennieren am 5. Tag nach allogener Nierentransplantation (DA → LEW). Glomeruli und tubuläre Struktu-
ren (schwarzer Pfeil) des Nierenparenchyms sind weiterhin intensiv gefärbt, weisen aber Zeichen einer begin-
nenden Destruktion auf: Leukozytäre Infiltrate sind nicht mehr nur perivasal lokalisiert. Das gesamte Nierenin-
terstitium ist leukozytär durchsetzt. Die intravasalen mononukleären Leukozyten erscheinen deutlich vergrößert 
und intensiv braun.  
 
 
 
3.1.4. Doppelfärbungen allogener Nierentransplantate am 4. postoperativen 
Tag 
Um zu prüfen, ob Monozyten CHT1, cChAT und pChAT exprimieren, wurden Doppelfär-
bungen durchgeführt. Abb. 9 zeigt Färbungen, bei denen anti-CHT1-, anti-cChAT- bzw. anti-
pChAT-Antikörper blau markiert wurden. Zusätzlich wurden Monozyten mit dem Monozy-
ten-/Makrophagen-spezifischen Antikörper ED 1 rot gefärbt. ED 1 ist gegen ein CD68-artiges 
Antigen gerichtet. 
 
 
Abb. 9: Doppelfärbungen eines allogenen Nierentransplantates am 4. postoperativen Tag nach Nieren-
transplantation (DA → LEW) (Paraffinschnitte, Antigennachweis mit AP-gekoppeltem Nachweissystem). 
Mit blau markiert sind anti-CHT1-, anti-cChAT- bzw. anti-pChAT-Antikörper. Rote Färbung wurde mit dem 
Monozyten/Makrophagen-spezifischen Antikörper ED1 erreicht. Der Großteil der intravasalen, mononukleären 
Leukozyten ist doppelt gefärbt und weist eine violette Färbung auf (weiße Pfeile). Einzelne intravasale Leukozy-
ten sind nur blau gefärbt (schwarze Pfeile). 
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Die in Abb. 9 dargestellten Intravasalräume weisen die für den 4. postoperativen Tag typi-
schen Leukozytenakkumulationen auf. Von diesen intravasalen mononukleären Leukozyten 
zeigen ca. 70 % eine Doppelfärbung, erscheinen also violett. Die restlichen 30 % intravasaler 
Leukozyten zeigen allein die Blaufärbung, was auf CHT1-, cChAT- bzw. pChAT-Expression 
nicht-monozytärer Leukozyten schließen lässt.  
 
 
3.1.5 Überprüfung der Spezifität der Antikörper gegen CHT1, cChAT und 
pChAT in der Immunhistochemie 
Die Spezifitätstestung der anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-pChAT-Antikörper erfolgte 
durch Kompetitionsexperimente, die auf Schnitten allogen transplantierter Nieren am 4. post-
operativen Tag durchgeführt wurden. Dazu wurde der Primärantikörperlösung das Peptid, 
welches auch zur Herstellung des entsprechenden Antikörpers verwendet worden war, zuge-
setzt. Das Antigen des Organschnittes konkurriert mit dem Peptid um die Antigenbindungs-
stelle der anti-CHT1-, anti-cChAT- bzw. anti-pChAT-Antikörper (Abb. 10). Alle drei Gegen-
überstellungen machen deutlich, dass durch Zugabe von Peptid eine deutliche Abschwächung 
der Färbung zu erzielen war. 
 
A
4
b
M
t
d
          CHT 1                        cChAT                         pChAT 
bb. 10: Kompetitionsexperimente an Schnitten von allogen transplantierten Nierentransplantaten vom 
. postoperativen Tag (Paraffinschnitte, Antigennachweis mit Peroxidase-gekoppeltem Nachweissystem in 
raun, Hämalaun-Gegenfärbung) 
it der Zugabe des jeweiligen Peptids, das auch zur Herstellung der Antiseren verwendet wurde, zur Primäran-
ikörperlösung gelingt es nicht mehr, mit anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-pChAT-Antikörpern eine Färbung 
er intravasalen Leukozyten zu erzielen. A zeigt Färbungen ohne, B mit Peptidzugabe zur Antikörperlösung. 
 
- 48 - 
 
KAPITEL 3                                                                                                                                                                                   ERGEBNISSE                                     
3.2 Nachweis von CHT1, cChAT und pChAT im Westernblot 
 
Um den CHT1-, cChAT- und pChAT-Nachweis und die gesteigerte Expression der drei Anti-
gene in intravasalen mononukleären Leukozyten während der akuten Abstoßungsreaktion zu 
bestätigen, wurden Westernblot-Experimente durchgeführt. Dazu wurden die intravasalen, 
mononukleären Leukozyten am 4. postoperativen Tag durch intensive Perfusion des Trans-
plantates und anschließende Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (siehe 2.2.1.3 und 
2.2.1.4).  
Anschließend erfolgte der Antigennachweis im Westernblot mit anti-CHT1-, anti-cChAT- 
und anti-pChAT-Antikörpern. In Abb. 11A sind die Ergebnisse des Proteinnachweises ge-
zeigt. Mit anti-CHT1-Antikörpern waren in Proben aus isogen transplantierten Nieren keine 
Banden detektierbar. Proben aus allogenen Nierentransplantaten zeigten eine kräftige Bande 
bei 67 kDa und eine weitere Bande bei 99 kDa, die vermutlich unspezifisch ist (s.u.). Mit Hil-
fe von anti-cChAT-Antikörpern konnte sowohl in Proben aus isogen als auch aus allogen 
transplantierten Rattennieren eine Bande mit dem Molekulargewicht 69 kDa nachgewiesen 
werden. Proben aus allogenen Nierentransplantaten wiesen eine weitere schwach gefärbte 
Bande mit einem Molekulargewicht von 92 kDa auf. Der pChAT-Proteinnachweis ergab eine 
50 kDa-Bande sowohl in Proben aus dem iso- als auch aus dem allogenen Nierentransplantat.  
Abb. 11A zeigt deutliche Unterschiede in den Bandenstärke zwischen mononukleären Leuko-
zyten aus den Gefäßen von isogenen und allogenen Transplantaten, die densitometrisch ge-
messen wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-
Rangsummentest. Das Ausmessen der 67 kDa-Bande im CHT1-Blot (je n=7) ergab eine sig-
nifikante Steigerung der CHT1-Expression in intravasalen Leukozyten während der akuten 
Transplantatabstoßung verglichen mit Proben aus isogenen Nierentransplantaten (p ≤ 0,05). 
Die cChAT-Expression (je n=7) war hochsignifikant erhöht in Proben aus dem allogenen Nie-
rentransplantat im Vergleich zu Proben aus isogen transplantierten Nieren (p ≤ 0,01). Für 
pChAT ergab sich ebenfalls eine signifikant erhöhte Proteinexpression in intravasalen Leuko-
zyten aus allogen transplantierten Nieren (p ≤ 0,05).  
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Abb. 11: Westernblots intravasaler mononukleärer Leukozyten aus isogen und allogen transplantierten 
Nieren. Gezeigt sind repräsentative Westernblots mit jeweils 3 Proben (A). In die Auswertung gingen höhere 
Probenzahlen ein (B). Die detektierten Molekulargewichte sind für CHT1 67 und 99 kDa (unspezifisch), für 
cChAT 69 und 92 kDa und für pChAT 50 kDa. Jeweils rechts neben dem Blot ist das Kompetitionsexperiment 
(c) dargestellt: Auf das Gel aufgetragen ist eine Probe aus einer allogen transplantierten Niere. Nach Zugabe von 
Peptid zur Primärantikörperlösung war nur noch die 99 kDa-Bande beim CHT1-Blot detektierbar (Pfeil). Sie ist 
somit als unspezifisch zu werten. Alle anderen Banden sind spezifisch. 
Die statistische Auswertung der Densitometrie erfolgte mittels Mann-Whitney-Rangsummentest. Im Vergleich 
zu Proben aus isogen transplantierten Nieren ist in solchen aus allogen transplantierten Nieren die CHT1-
Expression (n=7)- und pChAT-Expression (n=5) signifikant (* p ≤ 0,05), die cChAT-Expression (n=7) hochsig-
nifikant (** p ≤ 0,01) gesteigert. Die Boxplots zeigen jeweils den Median, den Bereich zwischen der 25 %- und 
75 %-Quartile, sowie den Maximal- und Minimalwert. 
 
Für die Überprüfung der Spezifität des CHT1-, cChAT- und pChAT-Nachweises wurde eine 
Probe Leukozytenlysat aus dem allogenen Nierentransplantat auf ein Gel aufgetragen und 
geblottet. Den entsprechenden Primärantikörperlösungen wurde pro ml 200 µg vom jeweili-
gen Peptid zugegeben, das auch bei der Antikörperherstellung verwendet wurde (siehe 
2.2.2.5). Das Peptid konkurriert mit den Epitopen auf dem Blot um die Bindung der spezifi-
schen Antikörper und schwächt damit die Intensität der Färbung ab. Allein die 99 kDa-Bande 
des CHT1-Blots war noch nachweisbar und ist somit als unspezifisch zu werten. Alle übrigen  
Banden waren auf den entsprechenden Blots nicht mehr detektierbar. 
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3.3  Nachweis von CHT1- und cChAT-mRNA in intravasalen, 
mononukleären Leukozyten 
Mit Hilfe der RT-PCR wurde die CHT1-, cChAT- und pChAT-mRNA-Expression in intrava-
salen, mononukleären Leukozytenfraktionen aus je 4 isogenen und allogenen Transplantaten 
analysiert. Für CHT1 ergab sich die erwartete Produktlänge von 150 bp. Der Vergleich zwi-
schen Proben aus isogen und allogen transplantierten Nieren zeigt, dass die mRNA-
Expression in Leukozyten aus allogenen Nierentransplantaten erhöht ist. Um cChAT-mRNA 
zu detektieren, war eine nested-RT-PCR notwendig. Die nachgewiesene Bande mit 101 bp 
Länge entspricht ebenfalls der erwarteten Produktlänge. Proben aus isogen transplantierten 
Nieren wiesen eine schwache Bande, Proben aus allogen transplantierten Nieren eine kräftige-
re Bande bei 101 bp auf. Die cChAT-mRNA-Expression ist in Leukozyten aus den Gefäßen 
allogenener Nierentransplantate gesteigert. Die Sequenzierung der PCR-Produkte zeigte, dass 
diese den erwarteten Sequenzen der cChAT- und CHT1-Gene entsprechen. Trotz Einsatz der 
nested-RT-PCR war pChAT mRNA nicht nachweisbar. Das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) diente als interne Kontrolle. 
  
       CHT1 (150 bp) 
 
      cChAT (101 bp) 
 
 
      GAPDH (300 bp) 
 
  M              iso                            allo                * 
 
Abb. 12: Darstellung der Ergebnisse der RT-PCR zum Nachweis von CHT1-, cChAT- und GAPDH-
mRNA:   
Gezeigt sind mit DNA beladene Ethidiumbromidgele. GAPDH diente als interne Kontrolle. Sowohl nach isoge-
ner, als auch nach allogener Nierentransplantation lassen sich CHT1- und cChAT-mRNA in intravasalen, mono-
nukleären Leukozyten detektieren. Sowohl für CHT1, als auch für cChAT kann auf mRNA-Ebene eine gestei-
gerte Expression in Proben aus allogenen Nierentransplantaten im Vergleich zu Proben aus isogenen Nieren-
transplantaten gezeigt werden.  * = H2O-Kontrolle, M = Marker 
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3.4 ACh-Gehalt in intravasalen mononukleären Leukozyten aus  
      isogen und allogen transplantierten Nieren* 
Um den intrazellulären ACh-Gehalt zu messen, wurden am 4. postoperativen Tag  intravasale 
Leukozyten isogener (n=12) und allogener Nierentransplantate (n=12) isoliert. Die weitere 
Analyse erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Ignaz Wessler im Institut für Pharmakologie und    
Toxikologie der Universitätsklinik Mainz mittels HPLC in Kombination mit enzymatischen 
Verdau und elektrochemischem Nachweis. Proben aus isogenen Nierentransplantaten ent-
hielten 0,12+0,16 pmol ACh pro eine Millionen Leukozyten. In Proben aus allogenen Nieren-
transplantaten konnte ein ACh-Gehalt von 0,79+0,69 pmol ACh in einer Millionen Leukozy-
ten gemessen werden. Verglichen mit isogenen Nierentransplantaten zeigte sich für allogene 
Transplantate eine hochsignifikante Erhöhung des ACh-Gehaltes (p<0,001). 
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Abb. 13: Vergleich des intrazellulä-
ren ACh-Gehaltes von intravasalen 
Leukozyten aus isogenen (n=12) vs. 
allogenen (n=12) Nierentransplanta-
ten. Das Boxplot Diagramm zeigt eine 
hochsignifikante Steigerung des intra-
zellulären ACh-Gehaltes in pmol pro 
eine Mio. Leukozyten.  Es zeigt je-
weils den Median, die 25%- und 75%-
Quartilen, sowie den Maximal- und 
Minimalwert der ACh-Konzentration. 
iso                        allo  
* Der Vollständigkeit halber ist die Messung des ACh-Gehaltes intravasaler mononukleärer Leukozyten darge-
stellt. Diese Experimente wurden nicht vom Doktoranden durchgeführt, komplettieren aber die Ergebnisse des 
Projektes. 
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4. Diskussion 
  
Die akute Abstoßung voll allogener Nierentransplantate ist eine extrem heftige Immunreak-
tion. Im Tiermodell dieser Arbeit ist diese Abstoßungsreaktion ab dem 5. postoperativen Tag 
irreversibel und führt innerhalb von 6 bis 8 Tagen post transplantationem zum Tod. Im post-
operativen Verlauf nach allogener Nierentransplantation kommt es zur massiven intravasalen 
Akkummulation und Aktivierung der mononukleären Leukozyten (59). 
Die Methode der Perfusion erlaubt es, neben den zentral im Gefäßlumen gelegenen Leukozy-
ten, auch die wandadhärenten Leukozyten zu isolieren (59). Mittels RT-PCR konnte in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass es am 4. postoperativen Tag auf mRNA-Ebene zu 
einer Expressionsteigerung des Cholintransporters CHT1 und des ACh-synthetisierenden En-
zyms cChAT in diesen intravasalen, mononukleären Leukozyten des Transplantates kommt. 
In Westernblot-Experimenten konnte die Steigerung der Expression von CHT1 und cChAT 
auf Proteinebene bestätigt werden. Während pChAT-mRNA mittels nested-RT-PCR nicht 
nachweisbar war, kam es auf Proteinebene zu einer Hochregulation von pChAT. Um einen 
Eindruck von der Lokalisation der Proteinexpression von CHT1, cChAT und pChAT zu be-
kommen, wurden immunhistochemische Färbungen an Kontrollnieren, isogen und allogen 
transplantierten Nieren vorgenommen. Diese Färbungen zeigten, dass sich neben aktivierten 
intravasalen, mononukleären Leukozyten der allogen transplantierten Niere auch Tubuli, 
Glomeruli und das Urothel des Pelvis renalis mit anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-pChAT-
Antikörpern anfärben lassen. Am 4. postoperativen Tag sind mehr als 70 % der intravasalen, 
mononukleären Leukozyten Monozyten (59). Diese wurden in Doppelfärbungen zusätzlich 
zur Färbung von CHT1, cChAT bzw. pChAT mit dem monozyten-/makrophagenspezifischen 
ED1-Antikörper markiert. Die deutliche Mehrheit der intravasalen, Leukozyten war doppelt 
gefärbt und damit monozytär. 
Neben dem ACh-Syntheseapparat, bestehend aus CHT1 und ChAT, wurde am 4. postoperati-
ven Tag auch der ACh-Gehalt in intravasalen, mononukleären Leukozyten aus allogen trans-
plantierten Nieren mit dem aus isogen transplantierten Nieren verglichen. Während der akuten 
Abstoßungsreaktion ist der ACh-Gehalt in intravasalen, mononukleären Leukozyten deutlich 
gesteigert. 
Im Folgenden sollen diese Ergebnisse diskutiert und eingeordnet werden.  
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4.1 Vorteile des Tiermodells 
Mit der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen, Erkenntnisse über die ACh-
Synthese intravasaler, mononukleärer Leukozyten zu erlangen. Die Analyse von Zellen aus 
Nierentransplanten bietet dafür einige wichtige Vorteile: 
1.) In Transplantaten finden immunologische Vorgänge weitgehend losgelöst von neuro-
naler Beeinflussung statt. Neben dem Urether werden A. und V. renalis anastomosiert, 
Nerven hingegen nicht. In dieser Arbeit überleben die Tiere nach Implantation eines 
allogenen Nierentransplantates ca. 7 Tage. Eine Reinnervation innerhalb dieses kurzen 
Zeitraums ist nahezu ausgeschlossen (61). 
2.) Die akute Transplantatabstoßung stellt ein fulminantes immunologisches Geschehen 
dar, bei dem intravasale Leukozyten massiv aktiviert werden (59). Entzündungsbe-
dingte Regulationen der Expression von ACh-synthestisierenden Proteinen in intrava-
salen mononukleären Leukozyten können untersucht werden, nachdem diese durch  
intensive Perfusion und Zellaufreinigung gewonnen wurden. 
3.) Neben der allogenen Transplantation bietet das Tiermodell mit der isogenen Trans-
plantation eine geeignete Kontrollgruppe. Auch im isogenen Nierentransplantat 
kommt es zum Ischämie-Reperfusionsschaden, der durch die Operation per se bedingt 
ist. Auch isogene Transplantate sind denerviert. Isogene Transplantate stellen also die 
ideale Kontrolle für die Analyse der akuten Organabstoßung dar. 
 
 
4.2 Intravasale mononukleäre Leukoyzten exprimieren CHT1, 
cChAT und pChAT 
Um zu klären, ob intravasale, mononukleäre Leukozyten CHT1, cChAT und pChAT expri-
mieren, wurden immunhistochemische Färbungen, Westernblots und RT-PCR durchgeführt. 
In der Immunhistochemie zeigte sich am 4. postoperativen Tag eine deutliche Färbung intra-
vasaler, mononukleärer Leukozyten aus der allogen transplantierten Niere. Um sicherzustel-
len, dass die Antikörperbindung, die zu dieser Färbung geführt hatte, spezifisch war, wurden 
Kompetitionsexperimente durchgeführt. Die deutliche Abnahme der Färbung nach Peptidzu-
gabe ist ein Hinweis auf eine spezifische Bindung der anti-CHT1-, anti-cChAT- und anti-
pChAT-Antikörper. Zusätzlich wurden einige Kontrollexperimente routinemäßig durchge-
führt: Bei allen Färbungen wurden Kontrollen ohne Zugabe von Primärantikörperlösung mit-
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geführt. Bei den gezeigten Färbungen waren diese Kontrollen negativ. Die Ergebnisse des 
Westernblots sind in Abb. 11 dargestellt. Das klassische 69 kDa schwere cChAT-Protein 
konnte in intravasalen Leukozyten nachgewiesen werden (Tab. 7). cChAT ist typisch für cho-
linerge Neurone (113), wurde aber auch in non-neuronalen Zellen nachgewiesen (123).  
 
Untersuchtes Protein Molekulargewichte 
CHT1 50 kDa (98), 78 kDa (98), 63,4 kDa (115) 
cChAT 69 kDa (173), 54 kDa (91), 46 kDa (123) 41 
kDa (91), 30 kDa (123) 
pChAT 50 kDa (123, 153) 
Tab. 7: In der Literatur werden für CHT1, cChAT und pChAT verschiedene Molekulargewichte beschrieben. 
Die Tab. liefert eine Übersicht über die bisher beschriebenen Molekulargewichte. 
 
Die Molekulargewichte von CHT1, cChAT und pChAT im Westernblot stimmen mit den 
Literaturangaben überein (Tab. 7). Die von uns gemessenen 69 kDa für cChAT wurden be-
reits für Proteinextrakte aus dem ZNS, dem Dottersack und der Placenta beschrieben (123). 
Die 50 kDa-Bande, die mit pChAT-Antikörpern detektiert wurde, ist bereits von Tooyama 
und Kimura beschrieben worden (153). Mit anti-CHT1-Antikörpern konnte eine Bande bei 67 
kDa detektiert werden. Diese liegt etwas höher als die in der Literatur beschriebene 63,4 kDa-
Bande von Okuda et al. (115). Dieser geringe Molekulargewichtsunterschied kann durchaus 
auf kleine methodische Unterschiede zwischen den Laboren zurückzuführen sein. 
Auch im Westerblot wurde die Spezifität der Antikörperbindung mittels Kompetitionsexperi-
menten überprüft. Wie in Abb. 11 dargestellt, war die 99 kDa-Bande des CHT1-Blots trotz 
Zugabe von Peptid zur Primärantikörperlösung noch vorhanden. Sie ist somit als unspezifisch 
zu werten. Alle übrigen Banden waren auf den entsprechenden Westernblots nicht mehr de-
tektierbar. Sie beruhen auf einer spezifischen Antikörperbindung.  
Bei allen RT-PCR-Experimenten wurden Wasserkontrollen mitgeführt, um DNA-
Kontaminationen auszuschließen. In diesen Kontrollexperimenten wurde erwartungsgemäß 
keine DNA amplifiziert. GAPDH diente als interne Positivkontrolle. Wie in Abb. 12 gezeigt, 
ergaben sich für GAPDH gleich kräftige Banden, was für eine gelungene reverse Transkripti-
on, RNA-Aufreinigung und homogene cDNA-Menge spricht. Abschließend wurden die Pro-
dukte der CHT1-, cChAT- und PCR sequenziert. Die Sequenzierung der PCR-Produkte zeig-
te, dass diese den erwarteten Sequenzen der CHT1- und cChAT-Gene entsprechen.  
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 pChAT ist zwar auf Proteinebene, nicht jedoch auf mRNA-Ebene 
nachweisbar 
Wie in der Einleitung erläutert, wird in der Literatur eine Variante der ChAT beschrieben, bei 
der die Exone 6-9 durch alternatives Spleißen verloren gegangen sind. Diese in peripheren, 
autonomen Neuronen exprimierte Form wird pChAT genannt (153). Zusätzlich zum Nach-
weis von cChAT konnte in der Immunhistochemie und im Westernblot ein pChAT-
immunoreaktives Protein nachgewiesen werden. Die im Westernblot ausgemessene Bande 
entsprach dem erwarteten Molekulargewicht (Tab. 7). Im Gegensatz zu cChAT gelang es je-
doch nicht, pChAT-mRNA in der nested-RT-PCR nachzuweisen. Diese Schwierigkeiten im 
Nachweis von pChAT auf mRNA-Ebene sind auch für Rattennetzhaut und –plazenta be-
schrieben. In diesen Organen scheiterten andere Autoren ebenfalls am Nachweis mittels RT-
PCR, wohingegen das pChAT-Protein deutlich nachweisbar war (123, 175). Auch die funkti-
onelle Aktivität von pChAT wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So kommt einigen 
Aminosäuren, die von den Exonen 6-9 kodiert werden, eine essentielle Bedeutung für die 
Funktion des Syntheseenzyms zu (15). pChAT, dem diese Exone fehlen, wäre demnach nicht 
funktionsfähig. Andererseits konnte für pChAT, das durch Immunpräzipitation aus Ganglien 
der Ratte isoliert wurde, eine Enzymaktivität nachgewiesen werden (3, 56). Weitere Arbeiten 
sind nötig, um die Bedeutung von pChAT für die ACh-Synthese von intravasalen Leukozy-
ten, sowie die Diskrepanz zwischen den Daten zur mRNA und zum Protein zu klären.  
 
 
4.4 Funktionen von CHT1 und cChAT 
Der Mechanismus der ACh-Synthese in non-neuronalen Zellen scheint dem der neuronalen zu 
gleichen: Entscheidende Schritte sind die Cholinaufnahme in die Zellen und die eigentliche 
ACh-Synthese durch eine Azetyltransferase, die den Azetyl-Rest von Azetyl-CoA auf Cholin 
transferiert (135).  
Während Cholin über den Cholintransporter CHT1 in die Zelle aufgenommen wird, liegt Aze-
tyl-CoA intrazellulär in Überschuss vor. In dieser Arbeit konnte eine deutliche Expressions-
steigerung der ChAT nachgewiesen werden. Die Spezifität von ChAT für den Azetyl-Rest ist 
jedoch so gering, dass von einer gesteigerten ChAT-Expression nicht auf eine erhöhte intra-
zelluläre ACh-Synthese rückgeschlossen werden darf. Neben Azetyl-CoA könnten auch ande-
re Alkyl-Reste (Propionyl-CoA, Butyryl-CoA usw.) auf Cholin übertragen werden (135). 
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Auch Proteine können durch ChAT acetyliert werden (135). Der Beweis für die Synthese von 
ACh in vivo kann daher nur durch direkte Bestimmung des ACh-Gehaltes ex vivo erfolgen.  
Auch für non-neuronale Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass die Cholinaufnahme durch 
den hochaffinen Cholintransporter CHT1 erfolgt (60, 114, 122). Die Cholinaufnahme ist der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ACh-Synthese in neuronalen Zellen (101). Cholin 
dient nicht nur als ein Baustein intrazellulärer ACh-Synthese, sondern wird von der Zelle z.B. 
für die Synthese von Membranlipiden benötigt (101). Dennoch ist in der Literatur eine Korre-
lation zwischen CHT1-Dichte und ACh-Sekretion der Zelle beschrieben (42). Neben dem 
hoch-affinen CHT1 sind viele niedrig-affine Cholintransporter und CTLs bekannt (155). Auch 
für Monozyten darf angenommen werden, dass die Aufnahme von Cholin der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt ist. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine akute Ab-
stoßungsreaktion mit gesteigerter leukozytärer CHT1-Expression einhergeht. Diese Hochre-
gulation von CHT1 während der akuten Transplantatabstoßung kann in einer effizienten ACh-
Produktion resultieren. Die Messung des intrazellulären ACh-Gehaltes der mononukleären, 
intravasalen Leukozyten aus der allogen transplantierten Niere bestätigt diese Hypothese. 
Die Synthese von ACh aus Azetyl-CoA und Cholin kann in neuronalen und non-neuronalen 
Zellen durch Spleiß-Varianten von ChAT erfolgen (113, 153, 170). Wie in der Einleitung  
beschrieben, gilt cChAT als klassisches neuronales Syntheseenzym, während viele periphere 
Zellen neben cChAT auch pChAT exprimieren (20, 110, 153). Auch ChAT-negative Zellen 
könnten ACh produzieren: Für Skelettmuskelzellen und Harnblasenurothel konnte die Carni-
tin-Azetyltransferase als Syntheseenzym identifiziert werden. (99, 156). Im Vergleich zur 
klassischen ChAT resultiert ihre Expression in einer weniger effektiven ACh-Synthese (171). 
Neben dem o.g. leistungsstarken Cholintransporter CHT1 steht den intravasalen Transplantat-
leukozyten somit auch das effiziente Syntheseenzym, ChAT, zur Verfügung. Trotz der viel-
fältigen Funktionen stellt somit die ACh-Synthese die vermutlich wichtigste Funktion von 
CHT1 und ChAT dar. Dies wird auch dadurch untermauert, dass auch eine gesteigerte ACh-
Menge in intravasalen mononukleären Leukozyten während der akuten Transplantatabsto-
ßung nachgewiesen werden konnte. 
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4.5 Quellen intravasalen Azetylcholins 
Die Hochregulation der CHT1- und cChAT-Expression in intravasalen mononukleären Leu-
kozyten während der akuten Transplantatabstoßung ließ sich sowohl auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene zeigen. Auch der Gehalt an intrazellulärem ACh stieg auf das mehr als 6fache 
an. Zu klären bleibt die Frage, welchen Anteil die jeweiligen Leukozytensubpopulationen an 
der intravasalen ACh-Produktion im Nierentransplantat haben.  
Aus in vitro-Studien liegen Ergebnisse vor, die T-Lymphozyten als ChAT-exprimierende und 
damit cholinerge Leukozyten identifizieren (85). Kawashima und Fujii machen sie für den 
ACh-Spiegel im menschlichen Blut verantwortlich (85). Die Arbeitsgruppen um Fujii (47, 49) 
und Rinner (133) untersuchten Leukozyten vom Menschen und der Ratte sowie verschiedene 
Zelllinien auf ihre ChAT-Expression. Ihre Ergebnisse sind in Tab. 8 dargestellt. Während die 
größte Rolle für die ACh-Produktion sowohl im Mensch, als auch in der Ratte, den T-
Lymphozyten zugesprochen wurde, sind für B-Lymphozyten widersprüchliche Ergebnisse 
publiziert (Tab. 8). Während humane B-Lymphozyten als ChAT-negativ identifiziert wurden, 
wiesen B-Lymphozyten aus der Ratte ca. dreimal niedrigere intrazelluläre ACh-Spiegel auf 
als T-Lymphozyten der Ratte, sodass auch B-Lymphozyten potentielle Quellen intravasalen 
ACh darstellen könnten. Im Tiermodell dieser Arbeit stellen T- und B-Lymphozyten 22 % der 
intravasalen, mononukleären Leukozyten des allogenen Nierentransplantates (59). Dieser Be-
fund passt zu den Doppelfärbungen, bei denen neben CHT1, cChAT und pChAT Monozyten 
mit dem Monozyten-/Makrophagen-spezifischen ED1-Antikörper gefärbt wurden. Während 
die Mehrheit (ca. 70 %) der intravasalen Leukozyten doppelt gefärbt und damit monozytär 
sind, finden sich auch Leukozyten, die nur CHT1+, cChAT+ und pChAT+ sind. Cholinerge 
Lymphozyten haben sicherlich großen Anteil an dieser Fraktion. Im Vergleich zu Monozy-
tenzelllinien weisen Lymphozyten einen  mehr als 100fachen ACh-Gehalt auf (Tab. 8). Neben 
den Monozyten kommen somit v.a. die Lymphozyten als Quelle des leukozytären ACh-
Anstiegs während der akuten Transplantatabstoßung in Frage. Dass die ACh-Synthese in 
Lymphozyten Regulationen unterliegt, konnte bereits gezeigt werden: In Ratten konnte wäh-
rend vasaler Hypertension eine Herunterregulation der ACh-Synthese in zirkulierenden mo-
nonukleären Leukozyten gezeigt werden (50). In in vitro-Experimenten konnte durch Conca-
navalin A- und Phytohaemagglutinin-Gabe eine gesteigerte Expression des ACh-
Syntheseapparates in Lymphozyten erreicht werden (49, 87, 133).  
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Untersuchte Zellen Zelllinie ACh-Gehalt 
[pmol/106 Zellen] 
ACh-Synthese 
[pmol/mg Protein/min] 
ChAT-
Expression 
Fujii (49) [Mensch] 
Humane mononukleäre Leukozyten 0,3 27,5 positiv 
Fujii (47) [Mensch] 
HSB-2 T-Zelllinie 36,2 1,4 positiv 
MOLT-3 T-Zelllinie 251,5 22,4 positiv 
MOLT-4 T-Zelllinie 38,8 8,0 positiv 
HPB-ALL T-Zelllinie 0,7 0,7 positiv 
BALL-1 B-Zelllinie n.d. 0,4 negativ 
NALM-6 Prälymphomzelllinie 0,3 0,14 negativ 
U397 Monozytenzelllinie 0,02 0,18 negativ 
Rinner (133) [Ratte] 
Primäre T-Lymphozyten T-Zellen 9,94  positiv 
Primäre B-Lymphozyten  B-Zellen 3,24  positiv 
Tab. 8: Untersuchungen zur leukozytären ACh-Synthese: Leukozytengemische und Zelllinien vom Menschen 
wurden bzgl. ihres ACh-Gehaltes, der ACh-Syntheseaktivität und der ChAT-Expression untersucht. Rinner un-
tersuchte Rattenleukozyten. Auffällig sind die negativen Ergebnisse der Monozytenzelllinie. 
 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass aktivierte Monozyten aus allogenen Nieren-
transplantaten nicht nur cholinerg sind, sondern die monozytäre Expression von Proteinen des 
ACh-Syntheseapparates während der akuten Transplantatabstoßung erhöht ist:  
Monozyten stellen mit ca. 70 % den größten Anteil der intravasalen mononukleären Leukozy-
ten der allogen transplantierten Niere (59). Im Vergleich zum isogenen Transplantat nimmt 
der relative Anteil der Monozyten an den Leukozyten zu.  
Einen wichtigen Hinweis auf eine monozytäre ACh-Synthese liefern immunhistochemische 
Doppelfärbungen, die unter 2.2.2.4 beschrieben sind. ED1-Antikörper gelten als Marker für 
Monozyten und Makrophagen der Ratte (30). Bei Doppelfärbungen wurden zusätzlich noch 
Einzelfärbungen mit den jeweiligen Antikörpern erstellt. Diese Kontrollen zeigten jeweils 
eine saubere Einzelfärbung mit anti-CHT1-, anti-cChAT-, anti-pChAT- und ED1-
Antikörpern. Die Mehrheit der intravasalen Leukozyten ist doppelt gefärbt und stellt somit 
cholinerge Monozyten dar. 
In diesem Zusammenhang ist interessant, dass monozytäre Zelllinien in vitro ChAT-negativ 
sind (Tab. 8). Diese kultivierten monozytären Zellen wurden jedoch nicht stimuliert. Auch in 
der vorliegenden Arbeit wiesen durch Perfusion gewonnene mononukleäre Leukozyten aus 
dem isogenen Nierentransplantat (ca. 50 % der Leukozyten monozytär (59)) eine nur sehr 
geringe CHT1- und ChAT-Expression auf, obwohl letztere mit hochsensitiver nested-RT-
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PCR untersucht wurden. Auch der ACh-Gehalt war sehr niedrig. Vermutlich produzieren 
Monozyten erst nach Stimulation nennenswerte ACh-Mengen.  
Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass intravasale Monozyten  Teil 
des extraneuronalen cholinergen Systems sein können. Es ergeben sich Hinweise, dass in 
Monozyten während starker immunologischer Aktivierung, wie der akuten Transplantatab-
stoßung, die Expression des ACh-Syntheseapparates deutlich erhöht wird, was nicht in Wi-
derspruch zu bisherigen in vitro-Expressionsstudien steht. Dennoch ist es nach den in dieser 
Arbeit erhobenen Daten nicht möglich, den direkten Beitrag der Monozyten und T-
Lymphozyten zum Gesamtgehalt des ACh in intravasalen mononukleären Leukozyten aus 
Nierentransplantaten zu bestimmen. Eine Lösung dieser Frage könnte der Einsatz von cell 
sortern oder magnetic beads sein. Diese Methoden ermöglichen es, Monozyten aus der Popu-
lation der intravasalen, mononukleären Leukozyten mit hohem Reinheitsgrad zu isolieren. 
Während der relativ langen Aufreinigungsprozeduren könnte es jedoch zu Veränderungen des 
intrazellulären ACh-Gehaltes kommen, was die Ergebnisse verfälschen würde. 
 
4.6 Hypothesen zur immunologischen Funktion leukozytären   
Azetylcholins 
Es stellt sich die Frage, welche Funktionen intravasal sezerniertes ACh entfalten kann. Auf-
grund der kurzen Halbwertszeit von ACh kommen als potenzielle Zielzellen für leukozytäres 
ACh v.a. intravasale Leukozyten und Endothelzellen in Frage. Für beide Zellpopulationen ist 
bekannt, dass sie sowohl nikotinische, als auch muskarinische ACh-Rezeptoren exprimieren 
(51, 130, 139, 143).   
In Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass der Effekt von cholinergen Agonisten 
wesentlich vom Rezeptorsubtyp der Zielzellen abhängt und z.T. gegensätzlich sein kann (22, 
23, 36, 65, 177). Wie in der Einleitung beschrieben, kommen – vereinfacht gesagt – muskari-
nischen Rezeptoren eine eher proinflammatorische Funktion zu (177), während über nikotini-
sche Rezeptoren als Teil des “cholinergen antiinflammatorischen Pfades” (14) eher an-
tiinflammatorische Wirkungen erzielt werden. Von den Wirkungen, die über diese Oberflä-
chenrezeptoren übermittelt werden, wird in der aktuellen Literatur der antiinflammatorischen 
Wirkung über den α7 nAChR die größte Beachtung geschenkt (vgl. 1.3.3.3). Die antiinflam-
matorische Wirkung von nikotinischen Agonisten bzw. vagaler Stimulation ist schon in vivo 
bestätigt worden: Antiinflammatorische Effekte von Nikotin sind für die LPS-induzierte   
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Toxikämie, die Sanarelli-Schwartzman-Reaktion, Peritonitis, Pankreatitis und den renalen     
Ischämie-Reperfusionsschaden experimentell belegt (136, 137, 160, 161, 165). In vitro-
Experimente zeigten außerdem, dass nikotinische Agonisten durch verminderte IL-12-
Sekretion aus Alveolarmakrophagen die für die Transplantatabstoßung bedeutsame Th1-
Antwort hemmen können (104). Ob ACh während der akuten Transplantatabstoßung an-
tiinflammatorischen Einfluss auf Monozyten nimmt, ist noch unklar und Gegenstand weiterer 
Studien. Für eine immunsuppressive Wirkung von ACh bzw. Nikotin auf die Monozyten 
spricht, dass Nikotin bei Leukozyten monozytären Ursprungs wie Makrophagen (14, 65, 149) 
und monozytären dentritischen Zellen (112) antiinflammatorische Wirkungen entfaltet.  
In Untersuchungen der nAChR-mRNA-Expression mittels PCR im Tiermodell dieser Arbeit 
konnten die α5-, α9-, α10- und β2-nAChR-Untereinheiten sowohl in Proben aus isogenen, als 
auch aus allogenen Nierentransplantaten nachgewiesen werden, wobei allein die Expression 
der β2-nAChR-Untereinheit im Rahmen der Abstoßungsreaktion herunterreguliert wurde 
(70). In mononukleären Leukozyten aus den Gefäßen isogener und allogener Nierentransplan-
tate scheiterte der Nachweis von α7-nAChR-mRNA (70). Diese Ergebnisse widersprechen in 
vitro-Studien an humanen Monozyten, die diese als α7-nAChR+-Zellen identifizieren. Nikotin 
bewirkt hier durch Suppression der I-κB-Phosphorylierung einen antiinflammatorischen Ef-
fekt (176), jedoch nehmen Monozyten grundsätzlich in vitro eine makrophagenähnliche Mor-
phologie an. Dass Makrophagen α7-nAChR+ sind, ist bekannt. Bei Untersuchung der Mono-
zyten sind deshalb grundsätzlich in vivo- bzw. ex vivo-Experimente zu bevorzugen. (vgl. 
1.3.3.2).  
Die in vitro kultivierten mononukleären Leukozyten aus allogenen Nierentransplantaten zeig-
ten nach Nikotinapplikation keinen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration (70). 
Eine ATP-induzierte Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration wurde allerdings 
durch Zugabe des α7/8/9-Antagonist Methyllycaconitin verstärkt (70). Neben einem Anstieg 
der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration bewirkt ATP auch eine erhöhte cAMP-
Konzentration in humanen Monozyten, was die Wanderung der Monozyten in das Transplan-
tat bewirken kann (84). Somit könnte eine Erhöhung des non-neuronalen, intravasalen ACh-
Spiegels durch verstärkte Infiltratbildung und intravasale Monozytenakkumulation 
proinflammatorisch wirken. In Studien konnte ATP zwar als proinflammatorisches danger 
signal herausgearbeitet werden (55, 124), könnte aber als Teil einer negativen Rückkopp-
lungsschleife auch anti-inflammatorische Wirkugen entfalten (84). Die Wirkungen non-
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neuronalen AChs im Gefäßkompartiment allogener Nierentransplantate müssen somit Ge-
genstand weiterer Studien sein. 
Für Lymphozyten und Endothelzellen sind bereits antiinflammatorische Effekte bekannt, die 
leukozytäres ACh im Gefäßkompartiment entfalten könnte: Saed et al. konnten in Tiermodel-
len zeigen, dass cholinerge Agonisten die TNFα-induzierte Aktivierung von Endothelzellen 
hemmen und zu verminderter Migration von Leukozyten in das Interstitium führen (137). Auf 
diese Arbeit bezogen, könnte leukozytäres ACh wichtige Wirkungen auf die Entwicklung 
leukozytärer Infiltrate in allogenen Nierentransplantaten haben. Für Lymphozyten ist bekannt, 
dass das Expressionsmuster ihrer AChR-Subtypen vom Status ihrer immunologischen Akti-
vierung abhängt (130). Welche Wirkungen ACh auf Lymphozyten entfaltet, muss in weiteren 
Studien untersucht werden: Intravasales ACh könnte die in unmittelbarer Umgebung gelege-
nen Lymphozyten via nAChR in ihrer Aktivität bremsen (145), während es über mAChR 
auch proinflammatorische Effekte in Lymphozyten hervorrufen könnte (177). Während der 
akuten Transplantatabstoßung könnte ACh, das massiv aktivierten mononukleären Leukozy-
ten entstammt, intravasal benachbarte T-Lymphozyten über mAChR aktivieren, andererseits 
aber über nAChR hemmen (82).  
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4.8 Schlußfolgerung 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass in vivo intravasale mononukleäre Leukozyten allogener 
Nierentransplantate während der akuten Abstoßung ACh produzieren. Es muss angenommen 
werden, dass Monozyten cholinerg sind und Quellen intravasalen AChs darstellen. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass ACh autokrin oder parakrin benachbarte Zellen 
reguliert. Als potentielle Zielzellen kommen hierfür Endothelzellen, Lymphozyten und Mo-
nozyten in Betracht. Die Arbeit zeigt, dass ACh nicht nur als neuronal sezernierter Botenstoff 
angesehen werden darf, sondern auch als Mediator von Blutleukozyten. Die Literatur zu den 
Wirkungen von ACh auf das Immunsystem legt nahe, dass non-neuronal sezerniertes ACh 
während der akuten Abstoßungsreaktion eine wichtige regulatorische Funktion im Gefäß-
kompartiment wahrnimmt. Funktionelle Studien müssen folgen, um die Rolle von intravasa-
lem ACh zu klären. Ein erster Schritt wäre sicherlich die Analyse der zellspezifischen AChR-
Expressionsmuster von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Monozyten und Endothelzellen 
während der experimentellen Nierentransplantation in der Ratte. 
Diese Arbeit zeigt, dass Immunreaktionen im Gefäß des Transplantates durch ACh unabhän-
gig vom Nervensystem moduliert werden können. Für eine potentiell pharmakologische Nut-
zung des non-neuronalen, cholinergen Systems in der Transplantationsimmunologie, kann die 
im allogenen Nierentransplantat erhöhte ACh-Synthese ein Ansatzpunkt sein, mittels 
mAChR-Antagonisten muskarinische Effekte zu hemmen oder durch Steigerung der nikotini-
schen Effekte (nAChR-Agonisten) die intravasale Aktivierung mononukleärer Leukozyten zu 
dämpfen. Bei jeglicher pharmakologischer Nutzung des cholinergen Systems auch bei ande-
ren Krankheitsbildern muss die Eigensynthese von ACh durch aktivierte mononukleäre Leu-
kozyten berücksichtigt werden.  
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6. Zusammenfassung 
 
6.1. Während der akuten Abstoßung erperimenteller Nierentransplantate wird  die Aze-
tylcholinsynthesemaschinerie intravasaler Leukozyten hochreguliert 
In den Blutgefäßen allogen transplantierter Rattennieren akkumulieren während der Effek-
torphase der Abstoßung zahlreiche Leukozyten. Etwa 70 % dieser Zellen sind aktivierte zyto-
toxische Monozyten, die wahrscheinlich an der Zerstörung des allogenen Transplantates be-
teiligt sind. Azetylcholin (ACh) reguliert die proinflammatorische Aktivität von Monozy-
ten/Makrophagen und spielt nach neusten Untersuchungen eine Schlüsselrolle bei neuroim-
munologischen Interaktionen. Wegen seiner kurzen Halbwertszeit ist es jedoch fraglich, ob 
ACh neuronalen Ursprungs auf Blutleukozyten wirken kann.  
In dieser Studie wurden isogene (LEW auf LEW) und allogene (DA auf LEW) Nierentrans-
plantationen durchgeführt. Intravasale Leukozyten wurden aus den Blutgefäßen der Trans-
plantate durch intensive Perfusion gewonnen und die Fraktion mononukleärer Leukozyten 
isoliert. Die Expression des hochaffinen Cholintransporters (CHT1) sowie der beiden Varian-
ten der Cholinazetyltransferase (cChAT und pChAT) wurden mittels RT-PCR, Westernblot 
und Immunhistochemie analysiert. CHT1-, cChAT- und pChAT-exprimierende Monozyten 
wurden durch Doppelfärbung mit dem monoklonalen Antikörper ED1 nachgewiesen.  
Intravasale Transplantatleukozyten exprimieren CHT1 und cChAT auf mRNA- und Protein-
ebene. Die mRNA- und Proteinexpression wird während der akuten Transplantatabstoßung 
drastisch hochreguliert. In Doppelfärbungen konnte die  
Expression von CHT1-, cChAT- und pChAT-Protein durch ED1+ Monozyten gezeigt werden. 
Die Messung des intrazellulären ACh-Gehaltes in intravasalen, mononukleären Leukozyten 
erfolgte mittels HPLC und ergab einen hochsignifikant erhöhten ACh-Gehalt in Leukozyten 
aus den Gefäßen allogener Nierentransplantate im Vergleich zu isogenen Nierentransplanta-
ten.  
Es wird damit zum ersten Mal gezeigt, dass intravasale Leukozyten, darunter Monozyten,  
während heftiger Immunreaktionen CHT1, cChAT und pChAT in vivo hochregulieren. Es ist 
davon auszugehen, dass ACh synthetisiert und freigesetzt wird. Die Daten implizieren, dass 
Monozyten cholinerg sind. Lokal produziertes nicht-neuronales ACh fungiert wahrscheinlich 
als Mediator, der Immunreaktionen innerhalb von Blutgefäßen moduliert. 
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6.2 Acetylcholine synthesis machinery is upregulated in intravascular leukocytes  dur-
ing experimental renal allograft rejection 
During acute rejection, large numbers of leukocytes accumulate in the blood vessels of ex-
perimental renal allografts. About 70 % of them are activated, cytotoxic monocytes which 
appear to be involved in allograft destruction. Acetylcholine (ACh) down-modulates pro-
inflammatory functions of monocytes/macrophages and it has been proposed to be a key 
player in neuro-immunological interactions. Because of its short half-life, however, it is 
unlikely that neuronal acetylcholine affects blood leukocytes.  
Renal transplantation was performed in the allogeneic DA to LEW and as a control in the 
isogeneic LEW to LEW rat strain combination. Intravascular leukocytes were harvested four 
days after transplantation and the expression of the high-affinity choline transporter (CHT1), 
common and peripheral choline acetyltransferase (cChAT and pChAT) was investigated by 
RT-PCR, immunoblotting and immunohistochemistry. Monocytes were identified in double-
staining experiments with monoclonal antibody ED1. Intravascular graft leukocytes express 
CHT1 and cChAT mRNA and CHT1, cChAT and pChAT protein. The mRNA and protein 
expression is strongly up-regulated during acute allograft rejection. Immunohistochemical 
double-staining revealed CHT1, cChAT and pChAT protein expression by ED1+ monocytes. 
The intracellular concentration of acetylcholine was measured in intravascular graft leuko-
cytes by HPLC. While almost no ACh could be detected in mononuclear leukocytes har-
vested from renal isografts, large amounts were detected in leukocytes from allografts. 
We demonstrate for the first time that intravascular leukocytes, among them monocytes, up-
regulate CHT1, cChAT and pChAT during fulminant immune reactions in vivo und demon-
strate that ACh is produced. Hence, ACh is a mediator of intravascular leukocytes which 
might modulate immune reactions inside blood vessels. 
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